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Pyrosequenzierungsbasierte Analyse von SNP-Loci zur Diagnostik des Heterozygotieverlust auf Chro-
mosom 3 im uvealen malignen Melanom
Universität Leipzig, Dissertation
73 Seiten, 156 Literaturangaben, 18 Abbildungen, 13 Tabellen, 3 Anhänge
Im Rahmen der Dissertation wurde ein Verfahren zur Quantifizierung monosomer Zellpopulationen
innerhalb eines disomen Normalgewebes auf Basis der Pyrosequenzierung von Einzelbasenmutatio-
nen etabliert und hinsichtlich seiner Genauigkeit untersucht. Dabei liegt ein besonderer Schwerpunkt
auf der Entwicklung eines Verfahrens zur Festlegung von Grenzwerten für die Detektion monosomer
Population sowie für genetisch heterogene Subpopulationen.
Zur Bestimmung der Genauigkeit wurden Mischreihen von DNA zweier Genotypen angefertigt
und das Allelverhältnis durch Pyrosequenzierung gemessen. Diese Ergebnisse wurden genutzt, um
Grenzwerte für die Detektion von LOH3-positiven Zellen im UMM festzulegen. In diesen Vorversu-
chen konnte die Anwendbarkeit der Analysemethode für Proben aus UMM sowohl aus Enukleations-
wie auch aus Feinnadelaspirationspräparaten demonstriert werden.
Es wurde dann in einem weiteren Schritt analysiert, wie viele differente Loci für eine korrekte
Diskriminierung zweier Genotypen analysiert werden müssen. Hier wurde gezeigt, dass zum einen
die Anzahl der untersuchten SNP aber auch das gemessene Allelverhältnis maßgeblichen Einfluss auf
die Genauigkeit der Analyse haben. Basierend auf diesen Daten wurde ein Verfahren entwickelt, das




AKT AKT1, v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
AMP Adenosinmonophosphat
ATP Adenosintriphosphat
BAP1 BRCA1 associated protein-1 (ubiquitin carboxy-terminal hydrolase)
BRAF B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase
BRCA1 breast cancer 1, early onset
CGH „comparative genomic hybridisation“
CISH Chromogene in-situ Hybridisierung
CNV „copy number variations“
COMS „collaborative ocular melanoma study“
CTC zirkulierende Tumorzellen
CV „coefficient of variation“
FISH Fluorescence in-situ Hybridisierung
FNA Feinnadelaspiration
GEP „gene expression profiling“
GNA11 guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha 11 (Gq class)
GNAQ guanine nucleotide binding protein (G protein), q polypeptide
IGF1 insulin-like growth factor 1 (somatomedin C)
IGF1-R insulin-like growth factor 1 (somatomedin C) receptor
KIT v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog
LOD Nachweisgrenze
LOH3 „loss of heterozygosity of chromosome 3“
LOH „loss of heterozygosity“
LOQ Bestimmungsgrenze
MAPK „mitogen-activated protein kinase“
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 3
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MLPA „Multiplex ligation probe amplification“
MTOR mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase)
NRAS neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog
PBT „proton beam therapy“, Protonentherapie
PCR Polymerasekettenreaktion
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PI3K PI3K-CA, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha
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PTEN phosphatase and tensin homolog
qPCR quantitative Polymerasekettenreaktion
SD Standardabweichung
SF3B1 splicing factor 3b, subunit 1, 155kDa
SKY Spectral karyotyping
SNP Single Nucleotide Polymorphism
SRC SRC proto-oncogene, non-receptor tyrosine kinase
STR Short Tandem Repeat
Taq Thermus aquaticus
UICC International Union Against Cancer
UM-GEP „gene expression profiling for uveal melanoma“
UMM uveales malignes Melanom
Kapitel 1
Einleitung
1.1 Bedeutung des uvealen malignen Melanoms
Das uveale maligne Melanom (UMM) ist als häufigstes primäres intraokuläres Malignom mit einer
Inzidenz von etwa 5 × 10−6 eine seltene Erkrankung. Männer sind häufiger betroffen als Frauen,
wobei die überwiegende Mehrzahl der Patienten der weißhäutigen Weltbevölkerung angehört (Singh
et al., 2011; Hu et al., 2005). Jüngere Patienten zeigen ein insgesamt besseres Überleben als ältere
Patienten (Ewens et al., 2013; Caminal et al., 2012). Das UMM kann in jedem Teil der Uvea, also in
der Iris, dem Ziliarkörper und der Choroidea entstehen. Dabei sind Choroideamelanome mit Abstand
am häufigsten. Die Melanome der Iris haben bei einer 10-Jahres-Überlebensrate von etwa 95% im
Vergleich zu 77% für die ciliochoroidalen Melanome die beste Prognose. Insgesamt versterben etwa
50% der Patienten mit einem UMM an Metastasen und diese Rate ist in den letzten Jahrzehnten
konstant geblieben (Kujala et al., 2013).
1.1.1 Risikofaktoren
Wichtige Risikofaktoren für das Entstehen des UMM sind helle Augen- und Hautfarbe, die Neigung
zu Sonnenbrand und atypische oder zahlreiche kutane Nevi, Sommersprossen und Nevi der Iris (Weis
et al., 2006, 2009). Auch eine berufliche UV-Exposition ist mit einem erhöhten Risiko assoziiert (Shah
et al., 2005).
Die Wahrscheinlichkeit der Transformation okularer Nevi in UMM beträgt etwa 7% (Shields et al.,
2009b). Das Risiko einer Transformation wird durch die folgenden Faktoren signifikant erhöht:
• Dicke größer als 2 mm
• subretinale Flüssigkeitsansammlung
• klinische Symptome (reduzierter Visus, Wahrnehmen von Blitzen oder Schwebeteilchen)
• orange Pigmentierung
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• Abstand zum Nervus opticus geringer als 3 mm
• sonografisch eher leeres als solides Bild
1.1.2 Prognostische Faktoren
Morphologische Kriterien
Die Faktoren, die eine schlechte Prognose anzeigen, sind Tumorgröße gemessen am größten Durch-
messer, Infiltration in den Ziliarkörper, hohes Lebensalter und extrasklerale Ausbreitung (Schmittel
et al., 2004). Von allen genannten Faktoren scheint dabei der Tumorgröße die wichtigste Rolle zuzu-
kommen (Gragoudas et al., 2002; Diener-West et al., 2005; Shields et al., 2009a). Exemplarisch soll
dies an zwei großen Studien verdeutlicht werden:
Die Arbeitsgruppe der „collaborative ocular melanoma study“ (COMS) fand eine direkte Korrela-
tion zwischen der Metastasierungsrate und der Tumorgröße wobei die Behandlung entweder durch
eine 125I-Brachytherapie oder durch Enukleation erfolgte (Diener-West et al., 2005). Nach 10 Jahren
zeigten 21% der Patienten mit Tumoren von <16 mm im Durchmesser und <8 mm Dicke Metasta-
sen, während im gleichen Zeitraum bei 35% der Patienten mit Tumoren von<16 mm im Durchmesser
und >8 mm Dicke Metastasen zu finden waren. Bei Patienten mit Tumoren >16 mm im Durchmes-
ser betrug die Metastasierungsrate 55%. 92% der Patienten, die Metastasen entwickelten, verstarben
innerhalb von zwei Jahren.
Auch in einer über einen Zeitraum von 38 Jahren an 8033 Patienten mit UMM durchgeführten
retrospektiven Analyse konnte durch Multivariatenanalyse gezeigt werden, dass sowohl der Tumor-
durchmesser als auch die Tumordicke mit einem erhöhten Risiko für Metastasierung verbunden waren
(Shields et al., 2009a). Das 10-Jahres-Risiko für Metastasierung war 12%, 26% und 49% jeweils für
Melanome mit einer Dicke zwischen 0 und 3 mm, 3,1 mm bis 8 mm und > 8 mm.
Weitere wichtige prognostische Parameter sind Tumorlokalisation und Art der Gewebeentnahme
(Ewens et al., 2013). Ein wichtiges Beispiel für den Einfluss der Tumorlokalisation ist die Einbe-
ziehung des Ziliarkörpers in den Tumor. In einer Studie an 1848 Patienten nach Protonentherapie
wurde gezeigt, dass die Sterblichkeit ansteigt, wenn ein größerer Teil des Ziliarkörpers von der Tu-
morbasis erfasst wurde (Li et al., 2000). Das relative Risiko zu versterben ist 2,3 bei einen Einbezug
von >75% des Ziliarkörpers (Schmidt-Pokrzywniak et al., 2014). Tumoren des Ziliarkörpers weisen
außerdem eine signifikant höhere Standardsterblichkeit für einen Zeitraum von 5 Jahren auf als Tu-
moren choroidalen Ursprungs (Damato et al., 2014). Auch eine extraokuläre Ausbreitung des Tumors
verschlechtert die Prognose deutlich. So zeigten van Beek et al., dass bei extraokulärer Ausbreitung
das metastasenfreie Überleben signifikant reduziert war (van Beek et al., 2014).
Diese Faktoren finden in der zuletzt 2010 revidierten Fassung der TNM-Klassifikation der Inter-
national Union Against Cancer (UICC) Eingang. Dabei erfolgt die Bestimmung des T-Stadiums ent-
sprechend Grafik 1.1 nach Durchmesser und Dicke des Tumors, die Einbeziehung des Ziliarkörpers
sowie extraokulärer Ausbreitung des Tumors werden durch die T-Subgruppen klassifiziert.
KAPITEL 1. EINLEITUNG 6
Abbildung 1.1: Festlegung des T-Stadium nach Tumorgröße und -durchmesser entsprechend Edge
et al. (2010)
T-Subgruppe a
Ohne Beteiligung des Ziliarkörpers und
ohne extraokuläre Ausbreitung
T-Subgruppe b Mit Beteiligung des Ziliarkörpers
T-Subgruppe c
Ohne Beteiligung des Ziliarkörpers,
aber mit extraokulärer Ausbreitung von 5 mm oder weniger
T-Subgruppe d
Mit Beteiligung des Ziliarkörpers und
mit extraokulärer Ausbreitung von 5 mm oder weniger
Tabelle 1.1: T-Subgruppierung des UMM nach Edge et al. (2010)
Shields et al. konnten die prognostische Relevanz dieser Klassifikation in einer Studie an 7731
Patienten mit UMM nachweisen, indem gezeigt wurde, das das Auftreten von Fernmetastasen deutlich
mit einem fortgeschrittenen T-Stadium korreliert (Shields et al., 2013). Kujala et al. zeigen, dass diese
Klassifikation gut zur prognostischen Stratifizierung der UMM-Patienten geeignet ist (Kujala et al.,
2013).
Zusätzlich verschlechtert sich die Prognose, wenn eine lokale Tumorkontrolle nicht erreicht wer-
den kann. Die 10-Jahres-Sterblichkeit ist für Patienten mit einem Rezidiv nahezu doppelt so groß wie
für Patienten, bei denen kein Rezidiv nachgewiesen werden konnte (Egger et al., 2003).
Das mediane Überleben beträgt bei Diagnosestellung etwa 175 Monaten (van Beek et al., 2014),
liegt primär bereits eine Metastasierung vor, sinkt es auf 47 Monate (Cerbone et al., 2014). Häufigster
Ort der hämatogenen Metastasierung ist die Leber (Cerbone et al., 2014). Augsburger et al. weisen
eine Korrelation zwischen zytologischen Kriterien und der Sterblichkeit durch Metastasierung nach
(Augsburger et al., 2013). Dabei konnte gezeigt werden, dass diese zytologischen Kriterien ein un-
abhängiger prognostischer Marker für den Tod durch Metastasierung sind, wobei Tumorzellen vom
epitheloidzelligen Typ eine deutlich schlechtere Prognose aufweisen als solche vom Spindelzelltyp B
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und diese wiederum eine schlechtere Prognose zeigen als UMM, die hauptsächlich eine spindelzellige
Morphologie vom Subtyp A aufweisen.
















Tabelle 1.2: Modifizierte Klassifikation des UMM nach Callender (McLean et al., 1983; Eagle, 2013)
Chromosomale Aberrationen
Sisley et al. beschrieben erstmals chromosomale Veränderungen im UMM (Sisley et al., 1990). Wenig
später konnten Prescher et al. die starke Korrelation von chromosomalen Aberrationen und einem
verringertem Überleben nachweisen (Prescher et al., 1996). Die häufigsten chromosomalen Verände-
rungen betreffen die Chromosomen 1, 3, 6, 8 und 16. Dabei ist der Verlust des p- sowie des q-Armes
des Chromosom 3 prognostisch besonders ungünstig. Kiliç et al. konnten nachweisen, dass Verluste
auf Chromosom 3 bei gleichzeitigem Vorliegen einer Deletion im Bereich 1p ein deutlich schlechteres
Überleben zur Folge hatten als eine der beiden Läsionen allein oder ein zytogenetischer Normalbefund
(Kiliç, 2005). In der Multivariatenanalyse zeigte sich ein deutlicher Einfluss der 1p36 Deletion auf den
Effekt der Monosomie 3. Vom gleichen Autor konnte gezeigt werden, dass die wichtigsten Prädiktoren
in Bezug auf das Überleben der basale Tumordurchmesser und das Vorliegen einer Monosomie 3 wa-
ren, wobei es sich hierbei um voneinander unabhängige Parameter handelt (Kiliç et al., 2006; Damato
and Coupland, 2009b). Zur optimalen Prognosefindung sollten daher sowohl der Tumordurchmesser
als auch histologische und zytogenetische Faktoren einbezogen werden. Bei der Untersuchung der
molekularpathologischen Entstehungsmechanismen der relativ häufigen Aneuploidie konnten Hög-
lund et al. zeigen, dass es zu einer nicht zufälligen Akkumulation der Aneuploidie kommt, wobei die
Anzahl der Kopien das Ausmaß des Tumorprogresses abbildet (Höglund et al., 2002). UMM, die eine
Monosomie 3 aufweisen, zeigen eine insgesamt größere Aneuploidie, was schlussfolgern lässt, dass
die Monosomie 3 eine erhöhte genetische Instabilität zur Folge hat (Landreville et al., 2008). So tritt
auch der mit einem ebenfalls schlechteren Überleben assoziierte Zugewinn im Bereich des p-Arms
des Chromosoms 8 bei Patienten mit einer Monosomie 3 signifikant häufiger auf (Landreville et al.,
2008). Es konnte gezeigt werden, dass bei gleichzeitigem Auftreten von Verlusten des Chromosom
3 mit Zugewinn auf 8p die Metastasierungsneigung im Vergleich zu alleiniger Veränderung auf dem
Chromosom 3 deutlich zunimmt (Landreville et al., 2008).
Ehlers et al. schlussfolgern aus dem von ihnen beschriebenen stereotypen zeitlichen Verlauf der
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Entwicklung der Aneuploidie, dass die schlechtere Prognose bei Aneuploidie durch spezifische pa-
thogenetisch relevante Chromosomenaberration bedingt ist und nicht durch die relativ unspezifische
Aneuploidie selbst (Ehlers et al., 2008). Prognostisch günstige Zugewinne im Bereich des p-Arms des
Chromosoms 6 treten relativ selektiv in nicht-metastasierenden Tumoren auf, die auch keine Mono-
somie 3 aufweisen (Ehlers et al., 2008; Parrella et al., 2003).
1.1.3 Genetik
Im UMM sind in bis zu 40% bis 50% aktivierende Mutationen in dem Gen GNA11 (19p13.3) oder
dessen Paralog GNAQ (9q21.1) zu finden (Onken et al., 2008; Van Raamsdonk et al., 2010). Beide
Gene kodieren für G-Protein-alpha Untereinheiten. In der Folge kommt es zu einer konstitutiven Ak-
tivierung des MAPK (Mitogen-activated protein kinase) -Signalweges analog zur Aktivierung durch
BRAF im kutanen malignen Melanom (Van Raamsdonk et al., 2010; Van Raamsdonk et al., 2009; On-
ken et al., 2008), wodurch eine vermehrte Zellteilung begünstigt wird (Field and Harbour, 2014a).
Der Einfluss dieser Veränderungen auf das Gesamtüberleben der Patienten ist umstritten (Griewank
et al., 2014; Onken et al., 2008; Koopmans et al., 2013; Bauer et al., 2009). Allerdings konnte gezeigt
werden, dass Mutationen von GNAQ beziehungsweise GNA11 in Metastasen häufiger auftreten als in
primären UMM (Van Raamsdonk et al., 2010; Griewank et al., 2014). Diese Veränderungen stellen
auch therapeutische Ansatzpunkte dar. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass Selumentinib, ein
MEK-Inhibitor, die Expression von GNAQ/11 reguliert und das Tumorwachstum verlangsamt (Am-
brosini et al., 2013). Field et al. konnten ebenfalls zeigen, dass UMM, die Mutationen in GNA11
aufweisen, sensitiv auf MAPK-, DYT10- und AKT1-Inhibitoren reagieren (Field and Harbour, 2014a).
In 84% aller metastasierenden UMM können inaktivierende Mutationen des Gens BAP1 (BRCA1-
associated protein 1) auf Chromosom 3p21.1 gefunden werden, was auf einen Verlust von BAP1 im
Verlauf der Tumorgenese des UMM schließen lässt (Harbour et al., 2010). Dabei konnten Matatall et
al. zeigen, dass BAP1 aller Wahrscheinlichkeit nach als Regulator der Differenzierung funktioniert,
da BAP1-defiziente Zellen in der Zellkultur stammzellartige Eigenschaften aufweisen (Matatall et al.,
2013). Die verminderte BAP1-Expression korreliert mit einem deutlich verringerten Überleben (Shah
et al., 2013). Auch bei hereditären UMM werden BAP1 „loss-of-funktion“ Mutationen als ursächlich
beschrieben und für betroffene Familienmitglieder ein präventives Screening vorgeschlagen (Maer-
ker et al., 2014; Höiom et al., 2013). Dono et al. konnten nachweisen, dass die BAP1 Mutation mit
der Monosomie 3 korreliert, aber nicht mit einer erhöhten Rezidivneigung (Dono et al., 2014). Auch
die BAP1-Mutation kann als therapeutischer Ansatzpunkt genutzt werden. So konnten Field et al.
zeigen, dass bei einer BAP1-Mutation eine Sensitivität für epigenetische Modulatoren wie Histonde-
acetylaseinhibitoren besteht (Field and Harbour, 2014b).
Die verminderte Expression von PTEN (10q23.31) als Tumorsuppressorgen ist mit einem reduzier-
ten Überleben und einer höheren Rate der Aneuploidie assoziiert (Ehlers et al., 2008). PTEN kodiert
für eine Phosphatase, die regulatorische Funktionen im Zellzyklus übernimmt und eine zu schnelle
Zellteilung verhindert (Chu, 2014).
Mutationen des SF3B1 (2q33.1) Gens werden in 29% der UMM, die eine Disomie 3 aufweisen,
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beschrieben (Martin et al., 2013; Harbour et al., 2013). Es konnte gezeigt werden, dass sich SF3B1
Mutationen und Monosomie 3 oder BAP1 Mutationen nahezu vollständig ausschließen und dass diese
Mutationen mit einer guten Prognose assoziiert sind (Furney et al., 2013).
In den letzten Jahren gibt es vermehrt Bemühungen, anhand der gefundenen molekularen Signal-
wege systemische Therapieansätze zu entwickeln (Amirouchene-Angelozzi et al., 2014; Choudhary
et al., 2015; Surriga et al., 2013; Jovanovic et al., 2013).
Vergleich zwischen uvealen und kutanen malignen Melanomen
In der Mehrzahl der malignen Melanome, sowohl kutan als auch uveal, sind genetische Mutationen
oder Aberrationen präsent. Eine aberrante Aktivierung des MAPK-Signalweges konnte in 80% aller
primärer Melanome ungeachtet des Subtyps nachgewiesen werden (Platz et al., 2008; Curtin et al.,
2005).
Subtyp kutan uveal mukosal
Mutation BRAF (50-60%) GNAQ (50%) BRAF (11%)
NRAS (15%) NRAS (5%)
KIT (17%) KIT (21%)
Tabelle 1.3: Vergleich der Mutationen unterschiedlicher Melanomsubtypen (Curtin et al., 2005; Pó-
pulo et al., 2010; Omholt et al., 2003)
Bei kutanen malignen Melanomen sind Mutationen mit der höchsten Wahrscheinlichkeit im Be-
reich der Gene BRAF und NRAS, vor allem in Melanomen die keine chronische Belastung durch Son-
nenstrahlung aufweisen (Albino et al., 1984; Ball et al., 1994; Platz et al., 1994; van ’t Veer et al.,
1989; Davies et al., 2002). Bei Melanomen mit direkter UV-Assoziation sind KIT Mutationen am
häufigsten zu finden. Die Tyrosinkinase KIT, das translatierte Protein von KIT, ist eine membranstän-
dige Tyrosinkinase, die im aktivierten Zustand unter anderem eine Bindungsstelle für Proteine der
SRC-Familie besitzt (Lennartsson and Rönnstrand, 2012). Mutationen im KIT-Gen sowie BRAF- oder
NRAS-Mutationen schließen sich bis auf seltene Ausnahmen gegenseitig aus, da es sich um „driver
mutations“ handelt (Menzies et al., 2012; Long et al., 2011). Für den Fall des uvealen Melanoms sind
hingegen insbesondere aktivierende Mutation von GNAQ oder seines Paraloges GNA11 beschrieben.
Mutationen in BRAF oderNRAS führen zu einer direkten Aktivierung desMAPK-Signalweges während
die Aktivierung bei GNAQ- oder GNA11-Mutationen indirekt über die Tyrosinkinase SRC erfolgt. In
Grafik 1.2 werden die häufigsten Veränderungen des MAPK-Signalweges in Melanomen veranschau-
licht. Das oben erwähnte Gen PTEN greift in den PI3K/AKT/MTOR-Signalweg regulierend ein, was bei
Verlust oder Inaktivierung des Gens die Verschlechterung der Prognose erklärt (Ehlers et al., 2008).
Intratumorale Heterogenität und partielle Monosomien
UMM zeigen eine relevante intratumorale Heterogenität, deren Häufigkeit in der Literatur aber un-
terschiedlich angegeben wird, wohl in erster Linie geschuldet der unterschiedlichen Methodik mit
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Abbildung 1.2: Aktivierung des MAPK- und des PI3K-Signalweges in malignen Melanomen nach (Ar-
kenau et al., 2011)
der sich dem Problem genähert wird (Mensink et al., 2008; Lake et al., 2011). So beschreiben Lake
et al. bei 10 Patienten, die mittels FISH als disom beschrieben waren, eine Heterogenität auf min-
destens einem Chromosomenarm in 7 von 10 Fällen, nachgewiesen mittels MLPA (Lake et al., 2011).
Auch von anderen wurde die Hypothese geäußert, dass in den Fällen, in denen trotz mittels FISH dia-
gnostizierter Disomie des Chromosoms 3 eine Metastasierung aufgetreten war, kleinere Deletionen
methodenbedingt nicht detektiert worden sein könnten oder dass beim Vorliegen einer Tumorhetero-
genität eine monosome Subpopulation maskiert worden sein könnte (Damato and Coupland, 2009a).
In diesem Kontext konnten auch Thomas et al. und Shields et al. in STR-Analysen feststellen,
dass in einem kleinen Anteil der UMM eine Deletion nicht des gesamten Chromosom 3, sondern nur
einzelner Teile zu finden ist (Thomas et al., 2012; Shields et al., 2011). Eine partielle Monosomie
lag laut Thomas et al. dann vor, wenn wenigstens einer von 10 informativen Loci retiniert wurde.
Die prognostischen Auswirkungen dieser Veränderungen sind noch nicht abschließend geklärt. Die
beiden erwähnten Arbeitsgruppen fanden kein verkürztes Überleben im Vergleich zur disomen Si-
tuation (Thomas et al., 2012; Shields et al., 2011), während Damato et al. ein signifikant verkürztes
Überleben feststellen konnten (Damato et al., 2010). Ehlers et al. vermuten in der partiellen Monoso-
mie ein Zeichen für die weniger stark fortgeschrittene Progression des Tumors (Ehlers et al., 2008).
Entsprechend ist bei einer intratumoralen Heterogenität mit unterschiedlichem Progressionsstatus
der einzelnen Subpopulationen davon auszugehen, dass unter Umständen mehrere Subpopulationen
mit einer unterschiedlich ausgeprägten partiellen Monosomie neben vollständig monosomen bezie-
hungsweise isodisomen Tumorzellen gefunden werden können.
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Prognostische Marker
Das Expressionsniveau verschiedener Proteine soll einen Einfluss auf die Prognose haben. So wurde
beispielsweise nachgewiesen, dass eine verminderte Expression von RKIP (Raf kinase Protein) durch
die Tumorzellen mit einem verringerten Überleben ist (Caltabiano et al., 2014). Ebenfalls gibt es ers-
te Ansätze, die variable Expression von IGF1-R durch UMM als prognostischen Parameter zu nutzen.
Diese Expression wird als möglicher Mechanismus für die Korrelation zwischen dem Vorliegen von
Metastasen und einem erniedrigten insulin-like growth factor 1 (somatomedin C) (IGF1)-Blutspiegel
postuliert (Frenkel et al., 2013). In der erwähnten Studie war der IGF1-Spiegel im Blut bei Patien-
ten mit Metastasen signifikant niedriger als bei seit 10 Jahren tumorfreien Patienten. Diese wieder-
um zeigten einen wesentlich niedrigeren IGF1-Blutspiegel als die gesunde Vergleichspopulation. Die
Expression von IGF1-R in Zellen des UMM korreliert allerdings nicht mit der Metastasierungsrate
(Al-Jamal and Kivelä, 2011).
Bedeutung zirkulierender Tumorzellen
Die diagnostische Bedeutung zirkulierender Tumorzellen (CTC) ist umstritten (Tura et al., 2014;
Bidard et al., 2014). Es konnte in einzelnen Studien eine starke Korrelation zwischen CTC sowie
zirkulierender Tumor-DNA und dem Überleben ohne Krankheitsprogress sowie dem Vorhandensein
hepatischer Metastasen und dem Metastasenvolumen gefunden werden (Bidard et al., 2014). Bidard
et al. konnte in 30% der Patienten CTC nachweisen. Andererseits zeigen Tura et al., dass in dem von
ihnen beschriebenen Patientenkollektiv mit primär nicht metastasierten UMM in 93% CTC gefunden
werden konnten und hier keine Korrelation zu anderen klinisch prognostischen Markern bestand (Tu-
ra et al., 2014). Mazzini et al. bestätigen diese Ergebnisse, da sie bei der gemeinsamen Betrachtung
ihrer untersuchten Population ebenfalls keine signifikante Korrelation zwischen dem Vorliegen von
CTC und dem Überleben feststellen konnten. Erst nach Stratifizierung der Population auf Basis der
CTC pro 10 ml Blut konnte eine Korrelation zum basalen Tumordurchmesser, zum progressionsfreien
Überleben und zum Gesamtüberleben gefunden werden (Mazzini et al., 2014). Für Patienten, die
nach klinischen Parametern bereits ein hohes Risiko für ein tumorbedingtes Versterben haben, stellt
der Nachweis von CTC einen unabhängigen Risikofaktor für Metastasierung und verkürztes Über-
leben dar (Schuster et al., 2007, 2011; Boldin et al., 2005). Die unterschiedlichen Raten von CTC
können zum Teil durch Unterschiede in den verwendeten Methoden erklärt werden. Somit ist kein
abschließendes Urteil über die prognostische Relevanz möglich, dennoch erscheint gerade im Licht
des primär hämatogenen Metastasierungsweges die Untersuchung der nachweisbaren CTC vielver-
sprechend.
1.1.4 Therapeutische Optionen
Das Standardvorgehen nach Diagnosestellung ist die umgehende Therapie. Dies wird durch einen
Vergleich innerhalb der COMS von Patienten, die eine umgehende Therapie erhielten, mit solchen,
deren Therapie verzögert erfolgte, unterstrichen. In dieser kleinen Untergruppenanalyse war die 5-
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Jahres Gesamtsterblichkeit der 22 Patienten, die einer sofortigen Therapie zugeführt wurden, deutlich
geringer als bei Patienten, deren Therapie erst nach einem längeren Intervall erfolgte. Als Todesur-
sache wurde eine hämatogene Metastasierung in jeweils 32% bzw. 44% der Patienten festgestellt
(Straatsma et al., 2003).
Da die Brachytherapie in Bezug auf die Prognose der UMM ähnlich gute Ergebnisse verspricht,
allerdings die Einschränkung des Visus und die kosmetischen Folgen wesentlich geringer als bei der
Enukleation ausfallen, wird sie in den meisten Fällen bei der Therapieplanung bevorzugt (Puusaari
et al., 2003; Jampol et al., 2002). Bei der Therapie werden eine Reihe radioaktiver Plaques genutzt,
insbesondere 125I, 192Ir, 103Pd und 106Ru/106Rh. 125I ist das am weitesten verbreitete Plaque, da es
leicht abzuschirmen ist und damit zu relativ wenig Streustrahlung führt und weil es eine größere Ge-
webedurchdringung als 106Ru/106Rh aufweist (Finger et al., 2014). Für UMM mit einem Durchmesser
von maximal 10 mm, also für kleinere choroidale UMM sind 106Ru-Plaques indiziert, um eine optima-
le Applikation der Strahlendosis bei gleichzeitiger Schonung des umgebenden Gewebes zu erreichen
(Salkola et al., 2014).
Eine Alternative zur Brachytherapie stellt die „proton beam therapy“, Protonentherapie (PBT) dar.
Dabei werden in einem Zyklotron erzeugte Protonen auf die zu bestrahlende Region fokussiert. Die-
ses Verfahren zeichnet sich durch eine besonders zielgenaue Applikation der Strahlung aus, so dass
es besonders für Tumoren nahe der Papilla nervi optici angewandt wird (Lane et al., 2011). Marucci
et al. konnte ein deutlich verbessertes Überleben gegenüber der Brachytherapie, gerade bei mehr-
facher Anwendung der PBT feststellen (Marucci et al., 2011). Mehrere Arbeitsgruppen konnten im
direkten Vergleich der beiden Verfahren eine höhere Rate an lokalen Rezidiven nach Brachytherapie
als nach PBT nachweisen (Gragoudas et al., 2002; Egger et al., 2003; Damato et al., 2005a; Jensen
et al., 2005; Char et al., 2002; Damato et al., 2005b). Dies ist bedeutsam, da Lokalrezidive eine deut-
liche Assoziation mit dem Risiko einer Fernmetastasierung zeigen (Egger et al., 2003). Auch für die
spezielle Gruppe der Irismelanome, die generell eine bessere Prognose aufweisen als die choroidalen
malignen Melanome, konnten mittels PBT erfolgversprechende Ergebnisse erzielt werden (Willerding
et al., 2014; Damato, 2012).
Zur Entscheidung für die optimale Therapie sind 2014 Richtlinien von der „American Brachythe-
rapy Society“ veröffentlicht worden (Simpson et al., 2014).
Bei allen Arten der Radiotherapie sind die strahlenbedingte Retinopathie, eine langsam fortschrei-
tende okklusive Vaskulopathie, und die Neuropathie des Nervus opticus wichtige Komplikationen. Die
Inzidenz dieser Komplikation wurde in einer Studie an 1300 Patienten, die Plaquetherapie erhielten,
untersucht. Ein Jahr nach der Therapie konnte in jeweils 5% und 1% der Fälle eine nicht-proliferative
beziehungsweise proliferative Retinopathie beobachtet werden, während diese Raten nach 5 Jahren
auf 42% und 8% angestiegen waren. Erwartungsgemäß sind eine Tumorlokalisation in Nähe zur
Papilla nervi optici oder zur Fovea centralis und eine hohe Bestrahlungsdosis an der Tumorbasis Ri-
sikofaktoren für die Ausbildung einer strahlungsbedingten Retinopathie (Finger et al., 2010). Neben
der Auswahl des für die Lokalisation optimalen Verfahrens kann durch die geeignete Anwendung
bestimmter Plaquedesigns und durch die adjuvante Gabe des Angiogenesehemmers Bevacizumab in
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Kombination mit Triamzinolon die Komplikationsrate deutlich gesenkt werden (Finger et al., 2012;
Shah et al., 2013).
Im direkten Vergleich von chirurgischer Therapie und Bestrahlung konnte in der COMS die Über-
legenheit der Brachytherapie nachgewiesen werden. Dazu wurden 1317 Patienten mit mittelgroßen
choroidalen Melanomen randomisiert auf Enukleation und 125I Brachytherapie verteilt (Diener-West
et al., 2001; COMS report No. 28, 2006). Ein Beobachtungszeitraum von mindestens 12 Jahren konn-
te bei einer Untergruppe von 515 Patienten berichtet werden (COMS report No. 28, 2006). Die 10-
und 12-Jahres Mortalität war 18% und 21% bei Patienten nach Enukleation und 17% zu beiden Zeit-
punkten für brachytherapierte Patienten (COMS report No. 28, 2006). Daraus folgt, dass die Enuklea-
tion nur bei ausgewählten Patienten in Betracht gezogen werden sollte, beispielsweise bei großen Tu-
moren, bei großer extraskleraler Ausdehnung oder neovaskulärem Glaukom und Schmerzen im Auge
(COMSreport24, 2004; Simpson et al., 2014). Therapeutisch ist ferner die Lokalresektion möglich.
In Zusammenschau sind hier besonders die großen Nachteile wie das erhöhte Risiko einer Retina-
ablösung und Glaskörperblutung zu erwähnen. Je nach Technik und Tumorlokalisation besteht kein
höheres Rezidivrisiko als nach Brachytherapie (Garcia-Arumi et al., 2014). Allerdings wird von eini-
gen Autoren befürchtet, dass Tumorzellen während der Operation in die Blutbahn verschleppt werden
könnten. In ausgewählten Fällen wird dennoch die lokale Resektion bevorzugt (Damato, 2006; Be-
chrakis et al., 2010). Argumente, die für eine chriurgische Intervention sprechen sind die Reduktion
der Tumorlast, die Vermeidung eines „toxic tumor syndrom“ durch vermehrten Zelluntergang im be-
strahlten Areal und die Möglichkeit der Materialgewinnung zur molekular- und histopathologischen
Analyse (Gündüz and Bechrakis, 2010). Die adjuvante Plaquetherapie (Bechrakis et al., 2004; Kivelä
et al., 2003; Russo et al., 2010) oder PBT (Char et al., 2001; Bechrakis et al., 2009) nach Lokalresek-
tion sind weitere Therapieoptionen, die angewandt werden, um Komplikationen zu vermindern und
die Rezidivrate zu senken.
Es existiert eine Zahl weiterer therapeutischer Verfahren, die bei isolierter Anwendung den oben
vorgestellten Therapieoptionen unterlegen sind. Der Stellenwert dieser Verfahren erschließt sich viel-
mehr in Kombination mit Brachytherapie oder Exzision, da so häufig die Komplikationsrate gesenkt
werden kann. Bei der Photokoagulation wird die thermische Energie eines Lasers genutzt, um Gefäße
und Tumorgewebe zu zerstören. Beispielsweise kann mittels Photokoagulation nach Brachytherapie
das Auftreten makulärer Ödeme im Rahmen der strahlungsbedingten Retinopathie vermindert (Mate-
rin et al., 2012) oder Neovaskularisationsglaukomen und Retinaablösung nach Pars-plana-Vitrectomie
vorgebeugt werden (Tran et al., 2013). Ähnlich ist der Stellenwert der transpupillären Thermothe-
rapie einzuschätzen, bei der als primäre Therapie selbst bei kleinen Tumoren keine Prognoseverbes-
serung im Vergleich zu herkömmlichen Verfahren beobachtet werden kann (Turcotte et al., 2014;
Mashayekhi et al., 2014). Dennoch kann auch sie zur adjuvanten Therapie genutzt werden, um ra-
diationsbedingte Sekundäreffekte zu behandeln (Groenewald et al., 2013).
Die Photodynamische Therapie (PDT) kombiniert die Injektion einer photosensitiven Verbindung
mit der Applikation von Licht, um diese Verbindung zu aktivieren. Dabei werden freie Sauerstoffra-
dikale gebildet, die endotheliale Zellen schädigen, zu Gefäßverschlüssen führen und eine Tumorne-
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krose induzieren. Gefäßverschlüsse und Thrombosen nach PDT mit Verteporfin konnten in histopa-
thologischen Studien an menschlichen Augen mit UMM beobachtet werden (Wachtlin et al., 2005).
Canal-Fontcuberta et al. bestätigten diese Ergebnisse, indem sie zeigten, dass eine Kombination von
intravitrealem Bevacizumab, einem Angiogenesehemmer, mit PDT zum Verschluss oberflächlicher Ge-
fäße im Tumor führte (Canal-Fontcuberta et al., 2012). Allerdings berichten die Autoren auch, dass
in keinem der untersuchten Fälle tatsächlich ein Untergang von Tumorgewebe nachgewiesen werden
konnte. Die Autoren schlussfolgern, dass diese Kombination nicht als primäre Therapie des UMM
geeignet ist. Diese Schlussfolgerung bleibt umstritten, da andere Arbeitsgruppen bei fraktionierter
Anwendung dieser Methode gute Ergebnisse mit nur geringer Komplikationsrate bei der Therapie
amelanotischer UMM erzielen konnten (Campbell and Pejnovic, 2012).
1.1.5 Klinische Nachsorge
Für die Nachsorge des Patienten muss beachtet werden, dass sich UMM durch ihren nahezu aus-
schließlich hämatogenen Metastasierungsweg auszeichnen. So konnte in einer Studie an Patienten
mit metastasierten UMM gezeigt werden, dass die Leber mit 60% und die Lunge mit 25% initial am
häufigsten betroffen sind (Rietschel et al., 2005). Darum erfolgt die Nachsorge in erster Linie durch
wiederholtes Staging von Leber und Lunge (Francis et al., 2013). Bisher gibt es über die optimale
Form der Nachsorge keinen Konsens, da keine ausreichenden Daten über die Effizienz der systemi-
schen Therapie im Falle der Metastasierung vorliegen und damit die Diagnose der Metastasierung im
asymptomatischen Patienten eine geringe therapeutische Relevanz zu haben scheint. Auch herrscht
bisher keine Einigkeit darüber, welche Marker bezüglich der Metastasierung am aussagekräftigsten
sind. Ferner ist nicht klar, ob man das Überwachungsregime an die molekularpathologisch ermittelte
Risikostratifizierung anpassen sollte. Vorschläge zur klinischen Nachsorgeuntersuchung sind Leber-
parameter, Thorax-Röntgen, Sono-abdomen, CT, und MRT.
Metastasen können auch nach einem längeren Intervall auftreten, was eine Langzeitüberwachung
zur Erfassung von Spätrezidiven nötig macht. So konnten in der COMS an 2320 Patienten mit pri-
mären choroidalen Melanomen in 25% und 34% nach 5 bzw. 10 Jahren Fernmetastasen festgestellt
werden (Diener-West et al., 2005). In Patienten mit einem UMM können selbst nach vollständiger
Exzision des Primärtumors durch Enukleation über lange Zeit dormante Mikrometastasen der Leber
nachgewiesen werden (Grossniklaus, 2013). 5 Jahre nach der Erstdiagnose wurde in einer Kohorte
von 463 Patienten in 34% eine Lebermetastasierung und nach über 10 Jahren in 13% der Patien-
ten eine Spätmetastasierung gezeigt (Kolandjian et al., 2013). Der Zeitpunkt der höchsten Mortalität
liegt zwischen dem dritten und vierten Jahr nach Diagnosestellung (Caminal et al., 2012). Der lange
Zeitraum bis zum möglichen Auftreten einer Metastasierung kombiniert mit der deutlichen Progno-
severschlechterung stellt eine erhebliche Herausforderung bei der Entscheidung dar, wie und wie
engmaschig die klinische Nachsorge erfolgen sollte. In einer Analyse von 91 Patienten, die an meta-
stasiertem UMM verstarben, war bei den 77 Patienten, die regelmäßig nachuntersucht worden waren
die mediane Größe der größten Metastase signifikant geringer. Auch war die Metastasenanzahl syste-
misch sowie hepatisch bei diesen Patienten geringer (Eskelin et al., 2003). Obwohl die Patienten, die
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regelmäßig auf Metastasierung kontrolliert wurden, ein signifikant längeres Überleben ab der Dia-
gnosestellung der Metastasierung zeigten, war das Überleben vom Zeitpunkt der Diagnosestellung
des Primärtumors in beiden Gruppen vergleichbar, was das Vorliegen eines „lead time bias“ ohne eine
eigentliche Verbesserung des Gesamtüberlebens nahelegt. Analog konnten Kim et al. feststellen, dass
ein Unterschied im Überleben zwischen Patienten mit symptomatischen Metastasen eines UMM und
Patienten, deren Metastasierung im Rahmen von Routineuntersuchungen festgestellt wurde, voll-
ständig durch einen „lead time bias“ erklärt werden konnte (Kim et al., 2010). Damit ist die Frage
nach dem Nutzen der Nachsorgeuntersuchung für den Patienten kritisch zu diskutieren. Dennoch er-
scheint eine routinemäßige Nachsorge der Patienten sinnvoll, um den Patienten Sicherheit und damit
autonomes Entscheiden über den Umgang mit ihrer Erkrankung zu ermöglichen, oligometastatische
Situationen frühzeitig zu identifizieren und gegebenenfalls einer chirurgischen Intervention zugäng-
lich zu machen, Komplikationen fortgeschrittener Metastasierung einzudämmen und die Patienten
in Nachsorgestudien aufnehmen zu können.
1.2 Methoden zur molekularpathologischen Diagnostik des UMM
1.2.1 STR-Analyse
Bei „short tandem repeats“ (STR) handelt es sich um kurze repetitive Basensequenzen der geno-
mischen DNA. Dabei ist die Anzahl der Wiederholungen variabel und kann zur quantitativen Analyse
einzelner Allele genutzt werden. Die Analyse erfolgt durch PCR-basierte Amplifikation der ausge-
wählten STR-Loci. Dabei entspricht die Länge des PCR Produktes der Anzahl der Wiederholungen
zuzüglich der zur Amplifikation nötigen flankierenden Sequenzen um den STR-Locus. Somit kann die
Auswertung gel- oder kapillarelektrophoretisch erfolgen. Entsprechend ist es möglich, durch farbliche
Markierung der verwendeten Primer mehrere Loci in einem PCR-Ansatz gemeinsam zu analysieren
(Thomas et al., 2012). Ist ein Patient bezüglich eines STR-Locus heterozygot, so kann im Falle ei-
ner erworbenen Monosomie 3 die Verschiebung des Verhältnisses der beiden Allele nachgewiesen
werden.
Dadurch, dass es für einen Lokus nicht nur zwei sondern eine Vielzahl möglicher Allele in Abhän-
gigkeit von der Anzahl der Wiederholungen gibt, kann mittels relativ weniger STR mit hinreichender
Sicherheit eine informative Situation dargestellt werden (Kidd et al., 2006).
1.2.2 FISH und CISH
Die FISH basiert auf der fluoreszenzmikroskopischen Darstellung einzelner genomischer Abschnitte
durch die Anlagerung komplementärer Sonden an den darzustellenden Bereich. In der Durchfüh-
rung unterscheidet sich die CISH hauptsächlich dadurch, dass kein Fluoreszenzfarbstoff aufgebracht
wird, sondern ein in der Durchlichtmikroskopie detektierbares Chromogen. Bei beiden Verfahren ist
der dargestellte Lokus somit abhängig von der verwendeten Sonde. Es existieren zentromernahe und
lokusspezifische Sonden sowie „whole chromosome paints“, mit denen es möglich ist, das gesamte
KAPITEL 1. EINLEITUNG 16
Chromosom und damit auch Translokationen darzustellen. Allerdings ist es mittels FISH nicht mög-
lich, genetische Veränderungen geringer Größe wie mittels STR oder SNP darzustellen. Zusätzlich
kann ein „loss of heterozygosity“ (LOH) bei Vorliegen einer Isodisomie nicht dargestellt werden. Da-
mit kann die FISH und verwandte Verfahren lediglich einen Chromosomenverlust oder langstreckige
Abberationen darstellen.
1.2.3 Array-CGH
Bei der „comparative genomic hybridization“ (CGH) wird aus zwei zu vergleichenden Proben, ty-
pischerweise Analyt und Normalgewebe, DNA gewonnen und diese für die Probe ähnlich der FISH
spezifisch mit einem Fluorophor markiert, denaturiert und anschließend an normale Metaphasen-
chromosome hybridisiert. Wird daraufhin fluoreszenzmikroskopisch an einem spezifischen Lokus ei-
ne Signalzunahme für die Probenmaterialfarbe festgestellt, spricht dies für einen genetischen Zu-
gewinn im Bereich des entsprechenden Lokus. Analog kann ein Verlust durch eine umschriebene
Signalstärkenzunahme für die Farbe der Normal-DNA nachgewiesen werden (Pinkel et al., 1998;
Marquis-Nicholson et al., 2013b,a; Cassoux et al., 2014).
Durch die Anwendung in Form eines Arrays mit der separaten Analyse der einzelnen Loci konnte
die Auflösung dieser Methode auf etwa 100 kBasen verbessert werden. Durch weitere Verfeinerung
konnte sogar eine Auflösung von 200 Basenpaaren erreicht werden (Urban et al., 2006). Dennoch
können nur solche Aberrationen erkannt werden, die eine „Copy number variation“ zur Folge haben
(Oostlander et al., 2004).
1.2.4 MLPA
Bei der MLPA wird durch die Ligation von Primern die Möglichkeit zur Multiplex-Polymerisation
von bis zu 50 Loci geschaffen. Damit kann diese Methode in einer PCR eine relative Quantifizierung
ebenso vieler Loci erreichen. Über der zu analysierenden Sequenz werden zwei direkt aneinander
grenzende Primer hybridisiert. Beide Primer tragen endständig die Sequenzen für den Primer, der in
der kompetitiven PCR genutzt werden soll. Einer der beiden aufhybridisierten Primer enthält eine
„stuffer sequence“, die charakteristisch für das zu analysierende Allel ist. Durch eine der PCR vor-
gelagerte Ligation der beiden Primer entsteht also ein Oligonukleotid mit einer für das analysierte
Allel eindeutigen Länge in einer Quantität, die der im Analysat vorliegenden Menge des jeweiligen
Allels entspricht. Dieser Vorgang wird für alle zu analysierenden Loci im Analysat parallel – jedes
Allel mit einer individuellen „stuffer sequence“ – durchgeführt. Da alle so entstandenen Nukleotide
endständig die gleichen Basensequenzen enthalten, können sämtliche so entstandenen Oligonukleo-
tide in der anschließenden PCR mit einem gemeinsamen Primerpaar kompetitiv amplifiziert werden.
Die Quantifizierung erfolgt durch Gel- beziehungsweise Kapillarelektrophorese. Die MLPA kann so-
wohl Deletionen und Insertionen als auch Duplikationen detektieren. Erstbeschrieben 2002 (Schou-
ten et al., 2002) gehört die MLPA heute zu den Standardverfahren zur Analyse der Aneuploidie im
UMM (Vaarwater et al., 2012; Lake et al., 2011, 2012). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Sen-
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sitivität der MLPA bezüglich des Metastasierungsrisikos bei gleicher Spezifität der FISH überlegen ist
(Vaarwater et al., 2012).
1.2.5 SNP-Array
Mittels des SNP-Array können bis zu 500.000 SNP parallel untersucht werden. Dadurch kann die
genetische Situation auf nahezu dem gesamten Genom analysiert werden. Es steigt somit die Sensi-
tivität für kleinere Deletionen. Lake et al. beschreiben in einer Population metastasierter, bezüglich
Chromosom 3 disomer UMM 95 deletierte und 16 Gene mit Verlust eines Allels, die nur durch das
Feinmapping des Genoms erkannt werden konnten (Lake et al., 2010). Weder FISH noch MLPA hatten
in der beschriebenen Population genetische Aberrationen darstellen können.
1.2.6 Genexpressionsanalysen
Im Gegensatz zu den oben vorgestellten Methoden misst die Genexpressionsanalyse keine geno-
mischen Veränderungen sondern quantifiziert Veränderungen der für die Tumorprogression relevan-
ten RNA. Dabei konnte die Anzahl relevanter Genprodukte in den vergangenen Jahren auf 15 re-
duziert werden. Deren Expression kann mittels quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR) ana-
lysiert werden (Harbour, 2014). Onken et al. konnten zeigen, dass eine valide klinische Aussage
sowohl an genetischem Material, das aus Feinnadelaspiraten gewonnen wurde wie auch aus forma-
linfixiertem und paraffiniertem Gewebe möglich war (Onken et al., 2010). Harbour et al. bestätigten
diese breite Anwendbarkeit und beschrieben das „gene expression profiling“ (GEP) als quantitative
Methode, die klinisch routinemäßig eingesetzt werden kann (Harbour, 2014). Dem widersprechen
Thomas et al. und verweisen auf den erheblichen finanziellen und zeitlichen Aufwand der Etablie-
rung des GEP in der klinische Routine (Thomas et al., 2012). Darüber hinaus sei die Isolation von
RNA besonders aus formalinfixiertem und paraffiniertem Material nicht in jedem Fall in hinreichender
Qualität sicherzustellen. Dennoch konnte sich das GEP als eine gut validierte Methode zur Prognos-
tizierung des Überlebens beim UMM durchsetzen, besonders in der spezialisierten Form der UM-GEP
mit lediglich 15 mittels qPCR gemessenen Genen.
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1.3 Ziele der Arbeit
1. Etablierung einer SNP-basierten Methode zur Detektion von LOH3 und partieller Monosomien
in UMM sowohl an formalinfixiertem und paraffiniertem Gewebe als auch an mittels Feinna-
delaspiration gewonnenem Material.
2. Ermittlung der erzielbaren Genauigkeit bei Verwendung eines pyrosequenzierungsbasierenden
Analyseansatzes zur Beschreibung des LOH3 in UMM durch Berechnung sowohl der Nachweis-
grenze für die Detektion LOH3-positiver Subpopulationen als auch der Nachweisgrenzen zur
Beschreibung genetisch heterogener Subpopulationen innerhalb des analysierten Tumorgewe-
bes.
3. Darstellung der Auswirkung der Analyse mehrerer unterschiedlicher SNP-Loci auf die Genauig-
keit und Erarbeitung eines Verfahrens zur Approximation der für eine gewünschte Genauigkeit
erforderlichen Größe des zu untersuchenden SNP-Panels.
Kapitel 2
Material und Methoden
2.1 Übersicht über das Patientengut
Zur Etablierung der PCR- sowie Pyrosequenzierungsprimer wurde Referenz-DNA aus 10 zufällig aus-
gewählten Präparaten der Appendix vermiformis aus dem Archiv des Pathologischen Instituts des
Universitätsklinikums Leipzig des Jahres 2010 nach dem unten stehenden Protokolls extrahiert. Die
Fixierung der entsprechenden Präparate erfolgte standardmäßig in phosphatgepuffertem Formalin,
die Paraffinierung der Gewebe über ein automatisiertes Entwässerungs- und Paraffinierungsprotokoll.
Daneben wurden 17 Patienten mit histologisch gesicherter Diagnose eines UMM, aus den Jahren
2008 bis 2012 in die Studie aufgenommen. Von diesen Patienten lagen zur histologischen Begut-
achtung aufgearbeitete Enukleationspräparate am Institut für Pathologie des Universitätsklinikums
Leipzig vor. Weiterhin wurden in der Klinik und Poliklinik für Augenheilkunde des Universitätskli-
nikums Leipzig von neun Patienten mit einem UMM Feinnadelaspirate aus dem Tumorgewebe ge-
wonnen. Diese Präparate wurden auf Wunsch der klinischen Kollegen auf das Vorliegen eines LOH3
untersucht. Von den Patienten lag das Einverständnis für die Durchführung der Untersuchung vor.
2.2 Aufarbeitung der Gewebeproben
Im Falle der Appendixpräparate erfolgte die Herstellung von 10µm dicken Paraffinschnitten am Paraf-
finmikrotom und Verbringung in ein 2 ml Reaktionsgefäß. Im Falle der Enukleationspräparate wurden
die Paraffinschnitte auf Objektträger aufgezogen und patientenspezifisch eindeutig gekennzeichnet.
An diesen Objektträgern erfolgte eine Mikrodissektion mit Separation von Tumorgewebe und nicht
tumorösem Gewebe, beispielsweise miterfassten Anteilen des Sehnervs.
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2.2.1 DNA-Extraktion aus paraffinierten Geweben
Die Entparaffinierung erfolgte in einer absteigenden Alkoholreihe (Xylol, 100% Ethanol, 70% Etha-
nol) entsprechend der Aufbereitung des Gewebes auf dem Objektträger oder im Reaktionsgefäß.
Den Gewebeproben in den Reaktionsgefäßen wurde jeweils 1 ml Lösungsflüssigkeit zugesetzt, durch-
mischt, zentrifugiert und der Überstand anschließend abpipettiert. Gewebeproben auf Objektträgern
wurden für jeweils 5 Minuten in ein entsprechendes Bad eingesetzt und nach dem letzten Bad in ein
Reaktionsgefäß überführt.
Anschließend wurden die Proben bei 37 ◦C für mindestens 10 Minuten getrocknet. Die trockenen
Proben wurden in 180µl ATL Puffer gelöst und 20µl Proteinase K-Lösung hinzugefügt. Es folgte ei-
ne Inkubationszeit von mindestens einer Stunde bei 56 ◦C und eine weitere Stunde bei 90 ◦C mit
anschließender Zentrifugation. Daraufhin wurden 200µl AL Puffer und 200µl Ethanol hinzugege-
ben, wiederum mit anschließender Zentrifugation. Anschließend wurde das komplette Lysat auf eine
QIAmp MinElute Säule in einem 2 ml-Sammeltube übertragen und bei 8000 Umdrehungen/Minute
für eine Minute zentrifugiert. Die Säule wurde in ein neues Tube eingesetzt, das Eluat verworfen. Auf
die Säule wurden 500µl AW1 Puffer pipettiert und 1 min bei 8000 Umdrehungen/Minute zentrifu-
giert. Wiederum wurde das Eluat verworfen, die Säule in ein neues 2 ml-Tube überführt. Daraufhin
wurden 500µl AW2 Puffer auf die Säule aufpipettiert und für eine Minute zentrifugiert. Das Eluat
wurde verworfen, die Säule in ein frisches 2 ml-Tube gesetzt und bei 14000 Umdrehungen/Minute für
drei Minuten zentrifugiert um jegliche Pufferrückstände aus der Säule zu entfernen. Das Eluat wurde
verworfen. Die Säule wurde in ein 1,5 ml Tube überführt und 35µl Wasser wurden aufpipetiert. Es
folgte eine dreiminütige Inkubation bei Raumtemperatur und eine gleich lange Zentrifugation bei
14000 Umdrehungen/Minute. Die Säule wurde anschließend verworfen und das Eluat auf seinen
DNA-Gehalt mittels Nanodrop R© geprüft.
2.2.2 Aufarbeitung der Feinnadelaspirate
Für neun Patienten wurde in der Klinik und Poliklinik für Augenheilkunde des Universitätsklinikums
Leipzig Tumorgewebe durch Feinnadelaspiartion (FNA) mittels einer 25G-Biopsienadel gewonnen.
Das gewonnene Material wurde daraufhin zytologisch untersucht und malignitätsverdächtige Zellen
zur DNA-Isolation separiert. Zur Bestimmung der genetischen Situation im Normalgewebe wurden
zusätzlich zu der FNA EDTA-Blut eingesandt. Die DNA-Extraktion erfolgte analog zum obenstehenden
Protokoll unter Auslassung des Entparaffinierungsschrittes.
2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Vor der Sequenzierung eines DNA-Abschnittes ist es notwendig, diesen Abschnitt selektiv zu ver-
vielfältigen. Vorbedingung für diese Vervielfältigung ist neben der Markierung des entsprechenden
Abschnittes durch flankierende Primer die DNA-Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus (Taq).
Besonders wichtig ist die Eigenschaft dieses Enzyms, seine optimale Funktion bei relativ hohen Tem-
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peraturen (72 ◦C) zu erreichen. Dies ist notwendig, weil für die Vervielfältigung die DNA einzel-
strängig vorliegen muss, was durch Erhitzen auf 95 ◦C erfolgen kann. Nach dem Erhitzen wird die
Reaktionslösung dann auf die so genannte „annealing temperature“ abgekühlt. Diese „annealing tem-
perature“ ist die Temperatur, bei der die zugegebenen Primer optimal an die jetzt einzelsträgige DNA
binden. Die Funktion der Taq Polymerase bedarf der Bindung eines Primers, das heißt eines Oligonu-
kleotides, an die bereits einzelsträgigen DNA. Ist das gegeben, kann tatsächlich eine Polymerisation
erfolgen. Durch Zugabe zweier unterschiedliche Primer kann die Amplifikation in 5’-3’- und einen für
die 3’-5’-Richtung erfolgen. Für das PCR-Reaktionsgemisch wurde der Standardansatz nach Tabelle
2.1 verwendet.
Reagenz Konzentration Volumen
H2O ad iniectabiliam 24,5µl
10 x TaqPuffer 750 mmol l−1 Tris (pH 8,8 bei 25 ◦C) 4,0µl
500 mmol l−1 NH4SO4
0,8% (V/V) Tween 20
dNTPs 2 mmoldm−3 4,0µl
MgCl2 25 mmoldm
−3 4,0µl
Forward Primer 10µmol dm−3 0,5µl
Backward Primer 10µmol dm−3 0,5µl
Taq Polymerase 2 U/µl 0,5µl
DNA 10 ngµl−1 2,0µl
Tabelle 2.1: PCR-Standardansatz
Die Durchführung der PCR erfolgte im Thermocycler DNA Engine R©, Bio-Rad R© nach den in Ta-
belle 2.2 angegebenen Spezifikationen.
Phase Temperatur Dauer
einmalig Denaturierung 95 ◦C 20 min
30x zyklische Wiederholung Denaturierung 92 ◦C 30 s
Annealing primerspez. 40 s
Polymerisation 72 ◦C 40 s
einmalig Polymerisation 72 ◦C 5 min
Lagerung 8 ◦C bis zur Entnahme
Tabelle 2.2: PCR-Temperaturen und -zeiten
Um Kontaminationen auszuschließen wurde pro Untersuchungsansatz ein Leerwert mitgeführt.
Eine Messreihe, bei der eine Verunreinigung im Leerwert in der Kapillarelektrophorese oder in der
Sequenzierung festgestellt wurde, wurde verworfen und der Ansatz wiederholt.
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2.4 QIAxcel Kapillarelektrophorese
Um den tatsächlichen DNA-Gehalt des PCR-Produktes zu bestimmen und die Qualität des PCR-
Produktes sicherzustellen, wurde nach jeder PCR eine Kapillarelektrophorese durchgeführt. Dazu
wurden 10µl des PCR-Produktes auf einen QIAxcel Strip pipettiert und mit einem Tropfen Mineral-
öl versiegelt. Anschließend erfolgte die Analyse der Proben mittels des Gelelektrophoreseautomaten
QIAxcel entsprechend der Herstellerangaben. Die PCR wurde als erfolgreich bewertet, wenn eine ein-
zelne deutliche und scharf begrenzte Bande der dem PCR-Produkt entsprechenden Größe zu erken-
nen war. Die jeweilige Produktgrößen für die untersuchten SNP-Loci sind in Tabelle 2.3 angegeben.




















Tabelle 2.3: PCR-Produktgrößen für die einzelnen SNP-Loci
2.5 Pyrosequenzierung
Die Pyrosequenzierung beruht auf dem Umsetzen des anorganischen Pyrophosphates, das während
der DNA-Strangverlängerung als optisch detektierbares Biolumineszenzsignal frei wird. Diese Re-
aktion wird durch das Enzym Luziferase vermittelt. Das Substrat der Luziferase ist AMP-Luziferin,
welches aus ATP- und D-Luziferin entsteht. Um anorganisches Pyrophosphat in ATP zu überführen
wird die ATP-Sulfurylase genutzt. Nach Abschluss eines Verlängerungszyklus werden eventuell übri-
ge freie Nukleotide und ATP durch die Apyrase entfernt. Da die Nukleotide sequentiell zugegeben
werden, kann detektiert werden, durch welche Nukleotide die Sequenz fortgesetzt wird. Gleichzeitig
kann die Menge des umgesetzten Nukleotids durch Messung der Lichtstärke bestimmt werden. Somit
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wird zusätzlich zur Sequenzierung bei einem heterozygoten Zustand auf einem SNP das quantitative
Verhältnis der beiden Allele zueinander angegeben (Ahmadian et al., 2006; Langaee and Ronaghi,
2005).
Um eine Anlagerung des Sequenzierungsprimers mit nachfolgender Polymerisation zu ermögli-
chen, muss eine Denaturierung der aus der PCR hervorgegangenen doppelsträngigen DNA erreicht
werden ohne die Lösung auf eine entsprechend hohe Temperatur zu erhitzen. Dies wurde gelöst,
indem einer der PCR-Primer biotinyliert wurde (siehe Tabelle A.2: PCR-Primer). Diese Bindung be-
dingt, dass die DNA vor der Pyrosequenzierung chemisch mittels Ethanol denaturiert werden kann
und der biotinylierte Einzelstrang an Agarosekügelchen gebunden wird. Dieses Gemisch aus Agarose-
kügelchen mit daran gebundener einzelsträngiger DNA wurde daraufhin mittels Pyrosequenzierung
analysiert.
2.6 Auswahl geeigneter SNP und Primerdesign
Die Daten über die Allelfrequenz einzelner SNP sind durch genetische Untersuchungen großer Popu-
lationen (HapMap, 1000-Genome-Project) hinreichend bekannt und öffentlich verfügbar. Auf diese
Daten konnte bei der Auswahl einer ausreichenden Anzahl SNP zurückgegriffen werden. Es wurde
darauf geachtet, Allele auszuwählen, die in der kaukasischen Bevölkerung häufig heterozygot sind. Es
wurden insgesamt 10 SNP anhand der SNP-Datenbank unter www.pubmed.org ausgewählt, die über
das gesamte Chromosom 3 verteilt lokalisiert sind. Anschließend wurden PCR- sowie Sequenzierungs-
Primer für die entsprechenden Genloci mittels der Software Pyromark R© Assay Design entwickelt. Zu-
sätzlich wurden weitere SNP-Loci auf den Chromosomen 1, 2, 4, 6, 7 und 9 etabliert. Die analysierten
Loci sind im Detail in Tabelle B.1 aufgeführt.
2.7 Analyse des LOH 3
Die Diagnose LOH3 wird anhand des genetischen Vergleichs von Tumor- mit Normalgewebe gestellt.
Dazu wird ein SNP in der aus Normalgewebe gewonnenen Probe aufgesucht, für den der Patient
heterozygot ist. Kann im Tumorgewebe auf dem gleichen SNP eine Konversion zu einem scheinbar
homozygoten Zustand gezeigt werden, ist ein LOH3 damit nachgewiesen. Daraus ergibt sich, dass
für die Untersuchung ausschließlich SNP verwendet werden konnten, für die sich der Patient als
heterozygot präsentierte.
Im Rahmen dieser Arbeit sind 10 Primer für das Chromosom 3 erprobt worden. Mit dieser An-
zahl ist es möglich, mit einer Wahrscheinlichkeit p > 99% mindestens eine informative Situation
darzustellen.
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2.8 Chromogene-in-situ-Hybridisierung
Nach Entparaffinierung der Gewebeschnitte in einer absteigenden Alkoholreihe folgte eine Blo-
ckierung der gewebeständigen Peroxidase mittels 3% H2O2 in Methanol mit nachfolgendem Spü-
len mit destilliertem Wasser. Darauf folgte die Prähybridisierung für 15 Minuten bei 98 ◦C mit
EDTA/Pretreatmentsolution (PT2), mit anschließendem Spülen mit destilliertem Wasser für zwei
Minuten. Daraufhin wurden 98µl Pepsin Lösung auf die Objektträger pipettiert, für 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert gefolgt von einem Spülschritt mit destilliertem Wasser und anschließen-
der Dehydrierung durch eine aufsteigende Alkoholreihe.
Proben-DNA sowie die mit Digoxigenin markierten Sonden (CEN3, Firma ZytoVision) wurden
gemeinsam bei 80 ◦C für fünf Minuten auf dem Objektträger denaturiert. Nach Eindecken der Ob-
jektträger und Abdichtung mit Fixogum folgte die Hybridiserung über Nacht bei 36 ◦C. Die Posthy-
bridisierungswaschung erfolgte nach Ablösung der Deckgläser mit Waschpuffer (SSC: 3 M NaCl, 300
mM Na3Citrat*H2O) für fünf Minuten bei Raumtemperatur und anschließend für fünf Minuten bei
80 ◦C gefolgt von einem Spülschritt mit destilliertem Wasser. Nach einmaligem Spülen mit TBS-Puffer
(50mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,6) wurde anti-Digoxigenin-mouse-Antikörper zugegeben. Nach
dreimaliger Wiederholung eines einminütigen Spülschrittes in TBS-Puffers erfolgte die Zugabe eines
anti-mouse-HRP-Polymers (AB15), wiederum gefolgt von einem dreimal wiederholten Spülschritt in
TBS-Puffer. Zur Anfärbung des angelagerten Antikörpers wurde HRP-green Lösung für 10 min bei
36 ◦C im lichtgeschützten Raum zugegeben. Nach Spülen der Objektträger mit destilliertem Wasser
für zwei Minuten und Gegenfärben mit nuclear blue Lösung wurden die Objektträger eindeckt.
2.9 Beschreibung der Messgenauigkeit
Zur Beschreibung der Genauigkeit von Messmethoden wird eine Vielzahl unterschiedlicher Vokabeln
und Kennwerte genutzt, die alle entsprechend ihrer Definition und in Abhängigkeit von der beschrie-
benen Methode unterschiedliche Aussagekraft haben.
Konfidenzintervalle – Die Genauigkeit einer Messmethode kann bei wiederholter, unabhängiger
Messung des gleichen Analyten durch die Streuung der Messergebnisse um den gemeinsamen Mit-
telwert beschrieben werden. Ist diese Streuung normalverteilt, kann aus der Standardabweichung
ein Konfidenzintervall abgeleitet werden, also dass Intervall um den wahren Wert in welchem die
Messwerte mit einer gegebenen Wahrscheinlichkeit liegen werden.
Nachweisgrenze (LOD) – Die Nachweisgrenze ist eine besondere Betrachtungsweise der Konfi-
denzintervalle. Betrachtet wird hierbei die Streuung der Messwerte, wenn die Konzentration des zu
messenden Analyten gleich Null ist. Als LOD ist derjenige Messwert definiert, der mit einer gegebe-
nen Wahrscheinlichkeit vom Leerwert unterschieden werden kann. Dabei ist M der Mittelwert der
Leerwertmessungen. Damit berechnet sich das LOD nach Formel 2.1.
LOD = n× SD+M (2.1)
KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN 25
Beim LOD ist die Wahrscheinlichkeit eines falsch positiven Ergebnisses (Fehler 1. Ordnung, α-
Fehler) entsprechend der oben stehenden Formel durch n bestimmt. Es ist allgemein üblich, n gleich
drei zu setzen, was die Wahrscheinlichkeit eines alpha-Fehlers von etwa 0,003 bedingt. Die Wahr-
scheinlichkeit eines falsch negativen Ergebnisses (Fehler 2. Ordnung, β-Fehler) beträgt bei dieser
Betrachtungsweise allerdings 0,5.
„coefficient of variation“ (CV) – Der Variationskoeffizient dient der “Normierung” der Streuung
einer Messmethode in Bezug auf die Konzentration des gemessenen Analyten und berechnet sich





Präzissionsprofil (PP) - Das Präzisionsprofil (precision profile) einer Messmethode ergibt sich aus
der grafischen Darstellung des CV gegen die jeweilige Konzentration des Analyten.
Minimaler unterscheidbarer Konzentrationsunterschied (MDDC) – Der MDDC beschreibt den Un-
terschied zwischen zwei Messwerten, bei dem mit einer definierten Sicherheit davon ausgegangen
werden kann, dass die beiden Messungen aus voneinander unabhängigen Grundgesamtheiten stam-
men. Das bedeutet, dass bei bekannter Streuung um einen gemeinsamen Mittelwert die Wahrschein-
lichkeit des Auftretens der einzelnen Messwerte mit einem Konzentrationsunterschied der größer als
der MDDC ist, geringer als die definierte Fehlerwahrscheinlichkeit ist. Abbildung 2.9 verdeutlicht
dieses Konzept. Der MDDC berechnet sich nach Formel 2.3 aus der Varianz (SD2) der Messwerte
um ihren gemeinsamen Mittelwert und dem Z-Wert, der der angestrebten Fehlerwahrscheinlichkeit
entspricht.
MDDC = Z ×p2× SD2 (2.3)
Dabei kann der MDDC sowohl absolut wie in Formel 2.3 als auch relativ zur entsprechenden





Die Berechnung des relativen MMDC (MDDC(%)) dient analog zum CV der „Normalisierung“ des
Konzentrationsunterschiedes in Bezug auf die Konzentration des gemessenen Analyten. In beiden
Fällen kann anhand dieser Vorgehensweise der Konzentrationsunterschied ermittelt werden, bei dem
die angestrebte Genauigkeit (entweder in Bezug auf die Präzision oder in Bezug auf unterscheidbare
Konzentrationsunterschiede) erreicht wird.
Aus der dargestellten Berechnung der jeweiligen Kennwerte folgt, dass es einen Zusammenhang
zwischen CV und MDDC(%) gibt, der sich mit der Formel 2.5 ausdrücken lässt. Diese Beziehung ist
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Abbildung 2.1: Beide Verteilungen stellen die Streuung um einen wahren Wert dar. Die Sicherheit mit
der diese beiden wahren Werte voneinander unterschieden werden können hängt von der Streuungs-
breite (also der Standardabweichung) der beiden Verteilungen ab. Somit kann aus den Standard-
abweichungen diejenige Differenz der wahren Werte berechnet werden, die mit einer bestimmten
Sicherheit gerade noch zu unterscheiden ist. Diese Differenz ist der MDDC.
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Abbildung 2.2: Der Variationskoeffizient einer Messmethode und der erreichbare MDDC lassen sich
direkt aus einander ableiten. In der Abbildung sind zwei Geraden entsprechend einer Fehlerwahr-
scheinlichkeit von 5% und 1% gezeigt.
Kapitel 3
Ergebnisse
3.1 Beschreibung der Messungenauigkeit
Zur Bestimmung der Messungenauigkeit der Pyrosequenzierung bei der Quantifizierung genetisch
differenter Loci wurden genetische Proben aus paraffinierten Appendektomiepräparaten exempla-
risch bezüglich SNP auf den Chromosomen 1, 2, 3, 4, 6, 7 und 9 sequenziert. Für jeden einzelnen
SNP konnten daraufhin Mischungen aus genetisch differenten Proben in einem vorgegebenen Misch-
verhältnis angefertigt werden. Diese Mischungen wurden im ersten Schritt wiederum sequenziert und
das Allelverhältnis quantifiziert. Als Messungenauigkeit gilt dabei die Differenz aus Erwartungswert
und Messwert. Der Erwartungswert entspricht dem vorgegebenen Mischverhältnis.
Unter der Annahme, dass in der klinischen Routine die Beurteilung der genetischen Situation ei-
nes Patienten an mehreren SNP-Loci durchgeführt wird, soll eine Verbesserung der Genauigkeit der
Bestimmung erreicht werden, indem man die Messergebnisse mehrerer unabhängiger SNP zusam-
men bewertet. Zur Berechnung der Messungenauigkeit u bei der Analyse mehrerer SNP (Anzahl n)
wurden die Ergebnisse m der Sequenzierung unterschiedlicher SNP bei gleichem Mischungsverhältnis







Damit entspricht die Messungenauigkeit der Abweichung des Mittelwertes der Messwerte vom
Erwartungswert. Es zeigt sich, dass sowohl die Messergebnisse als auch deren Abweichungen nor-
malverteilt sind. Darum können aus diesen Daten Konfidenzintervalle aufgestellt werden.
In Abbildung 3.1 sind beispielhaft die Messwerte bei der Analyse sechs informativer SNP bei einem
Allelverhältnis von 20% zu 80% mit Überlagerung durch eine angepasste Normalverteilung gezeigt.
Aus diesen Messwerten ergibt sich eine halbierte Normalverteilung der Messungenauigkeit. Diese
ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Sie weist die gleiche Standardabweichung (SD) wie die Verteilung
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Abbildung 3.1: Exemplarische Darstellung der Messwerte: Gezeigt ist die Verteilung des gemessenen
Anteils des schwächeren Allels bei einem Mischungsverhältnis der DNA-Proben von 20% zu 80%.
Zusätzlich ist eine Normalverteilungskurve an die Daten angepasst und die entsprechende Standard-
abweichung angegeben.
der Messwerte aus Abbildung 3.1 auf. Analog gilt dies für alle weiteren Messwerte.
Die Genauigkeit der Messung hängt von der Anzahl der untersuchten SNP und vom untersuchten
Allelverhältnis ab. Es kann gezeigt werden, dass bei zunehmender Anzahl untersuchter SNP-Loci und
bei zunehmender Asymmetrie des Allelverhältnisses die Standardabweichung abnimmt, die Messung
also genauer wird. In Grafik 3.1 ist die Abnahme der Standardabweichung mit zunehmender Anzahl
der untersuchten SNP-Loci für ein Allelverhältnis von 0,5 zu 0,5 dargestellt. Da das Konfidenzinter-
vall der Messung direkt von der Standardabweichung und dem gewünschten α-Fehler abhängt, kann
es als Funktion des Allelverhältnisses und der Anzahl der untersuchten SNP-Loci berechnet werden.
In Grafik 3.1 werden die 95%-Konfidenzintervalle für die Messung bei unterschiedlichen Konzentra-
tionen dargestellt. Jede einzelne Kurve beschreibt die Genauigkeit für eine bestimmte Anzahl SNP.
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Abbildung 3.2: Darstellung der Messwertabweichung: Gezeigt ist die Verteilung der Abweichung der
in Abbildung 3.1 gezeigten Daten mit einer angepassten Normalverteilungskurve und Angabe der
entsprechenden Standardabweichung.
3.2 Abhängigkeit der Genauigkeit vom Allelverhältnis
Wie in Abbildung 3.1 zu erkennen ist, sinkt bei gleicher Anzahl analysierter SNP-Loci mit zunehmen-
der Asymmetrie des Allelverhältnisses die Standardabweichung. Die Messung wird also scheinbar
genauer, wenn in der Probe ein Allel deutlich überwiegt. Um die Genauigkeit der Methode zu be-
schreiben kann allerdings sowohl die absolute als auch die relative Abweichung angegeben werden.
Dabei gilt als relative Abweichung das Verhältnis der Abweichung zur Konzentration des Analyten im
Sinne eines Variationskoeffizienten (CV) - siehe dazu Formel 2.2. In der vorliegenden Konstellation
liefert diese relative Abweichung aufschlussreichere Daten als die absolute Abweichung.
Dieser Effekt ist an den Präzisionsprofilen in Grafik 3.2 gut nachvollziehbar. Es wird deutlich,
dass nur bei dieser Betrachtung bei geringen Konzentrationen eines Allels die relative Abweichung
der Methode ansteigt.
Mithilfe dieser Präzisionsprofile lässt sich zum einem im klinischen Kontext die Genauigkeit einer
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Abbildung 3.3: Standardabweichung in Abhängigkeit der Anzahl der untersuchten SNP-Loci: Gezeigt
ist die Standardabweichung der Messwerte bei Untersuchung einer steigenden Anzahl untersuchter
informativer SNP. Mit zunehmender Anzahl der untersuchten SNP sinkt die Standardabweichung.
Damit ist das Messergebnis genauer. Zur besseren Übersichtlichkeit ist hier nur die Entwicklung der
Standardabweichung bei einem ausgewogenen Allelverhältnis gezeigt.
Messung beschreiben, zum anderen die Mindestanzahl der zu untersuchenden SNP-Loci für eine
gewünschte Genauigkeit ermitteln. Wie in Grafik 3.2 abzulesen, sind beispielsweise zur Messung eines
Anteils von 10% des unterrepräsentierten Allels mit einem CV von 15% mindestens sechs informative
SNP-Loci nötig.
3.3 Beschreibung der Analyse des „loss of heterozygosity“
3.3.1 Beschreibung der Population
Die klinische Bedeutung der vorgestellten Methode soll anhand der Analyse des LOH3 in UMM dar-
gestellt werden. Es wurden 17 Patienten mit der histologisch gesicherten Diagnose eines UMM aus-
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Abbildung 3.4: Konfidenzintervalle in Abhängigkeit von der Anzahl untersuchter SNP-Loci und vom
Allelmischungsverhältnis: Gezeigt ist das 95%-Konfidenzintervall bei einem ansteigenden Anteil des
schwächeren Allels in der Mischung. Mit zunehmender Symmetrie im Allelverhältnis steigt die Breite
des Konfidenzintervalls an, die Messung wird also ungenauer.
gewählt, und aus den vorliegenden Enukleaten mittels Mikrodissektion Tumormaterial und Normal-
gewebe gewonnen. Als bezüglich des LOH3 informative SNP wurden diejenigen gewertet, auf denen
im Normalgewebe eine heterozygote Situation gefunden wurde. Dabei wurde die Diagnose eines he-
terozygoten Zustandes bei einer Allellast für jeweils ein Allel zwischen 40% und 60% gestellt. Zeigt
sich im Tumorgewebe eine Verschiebung der Allellast zugunsten eines Allels, bedeutet dies, dass in
einem Teil der Zellen ein homozygoter Zustand vorliegt. Aus dieser Verschiebung lässt sich also der
Anteil der homozygoten Population ermitteln.
Der Anteil der homozygoten Zellen o wurde entsprechend der Formel 3.2 berechnet. Dabei ent-
spricht a dem Anteil des unterrepräsentierten Allels.
o = 1− a
1− a (3.2)
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Abbildung 3.5: Präzisionsprofile für eine unterschiedliche Anzahl informativer SNP: Gezeigt ist der CV
bei unterschiedlichen Allelverhältnissen für eine unterschiedliche Anzahl untersuchter SNP. Deutlich
wird der Anstieg der relativen Ungenauigkeit bei zunehmender Asymmetrie des Allelverhältnisses.
Messungen mit vergleichbarer Genauigkeit sind damit bei einer abnehmenden Anzahl untersuchter
SNP erst bei größeren Anteilen des schwächeren Allels möglich.
Wird die Bestimmung anhand der Analyse mehrerer SNP-Loci durchgeführt, gilt das arithmetische
Mittel. Die Verteilung bezüglich der 17 Patienten ist in 3.3.1 wiedergegeben.
Aus Grafik 3.6 kann man entnehmen, dass bei fünf Tumorproben der Anteil der homozygoten
Zellen gering ist. Für diese fünf Tumorproben kann damit ein genetischer Normalbefund bezüglich des
Chromosoms 3 diagnostiziert werden. Bei allen weiteren Tumorproben ist der Anteil der homozygoten
Zellen größer als 70%.
In Tabelle 3.1 sind die Anzahl der informativen Ergebnisse und die Aufteilung in LOH3-positive
bzw. LOH3-negative Tumorenproben aufgeführt. Es ist zu beachten, dass abhängig von der individu-
ellen genetischen Situation bezüglich der einzelnen Polymorphismusregionen der untersuchten 17
Patienten jeweils eine unterschiedliche Anzahl informativer SNP dargestellt wurde.
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Abbildung 3.6: Anteil der homozygoten Population im Tumorgewebe der Patienten (Enukleate): Ge-
zeigt ist die Verteilung des quantitativen Anteils der Zellen im Tumorgewebe, die einen LOH3 auf-
weisen. Die rote Linie markiert die in Kapitel 3.3.2 berechnete Nachweisgrenze von 42,3%. Die fünf
Tumorproben links der Nachweisgrenze gelten als LOH3-negativ, die 12 Proben rechts als LOH3-
positiv.
3.3.2 Berechnung der Nachweisgrenze für eine homozygote Population
Zur Bestimmung der Nachweisgrenze (LOD) für eine homozygote Zellpopulation in der Probe kann
auf die in Kapitel 3.2 dargestellten Daten zurückgegriffen werden. Im Fall der vorliegenden Methode
ist dabei die Messungenauigkeit bei einem ausgewogenen Allelverhältnis (a = 50%) zu verwenden.
Der Grund dafür ist, dass bei Heterozygotie des Normalgewebes auf eine mögliche Homozygotie
von Tumorgewebe untersucht wird. Entsprechend der Formeln 3.2 und 2.1 berechnet sich die Nach-
weisgrenze nach Formel 3.4 aus der Standardabweichung (SD), die die jeweilige Messungenauigkeit
abbildet. Die Variable a steht dabei für den Anteil des schwächeren Allels. Da LOH3-negative Zellen
auf einem informativen SNP heterozygot sind, kann also für die Berechnung der Nachweisgrenze
a = 0,5 gesetzt werden.
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Anzahl informativer SNP 2 SNP 3 SNP 4 SNP Σ
LOH3-positiv 7 2 3 12
LOH3-negativ 2 3 0 5
Σ 9 5 3 17
Tabelle 3.1: Anzahl der LOH3-positiven und –negativen Tumoren (Enukleate) sowie der Anzahl in-
formativer SNP-Loci
LOD = 1− a− 3× SD
1− a+ 3× SD (3.3)
LOD = 1− 6× SD
0,5+ 3× SD (3.4)
Da für das vorliegende Patientengut jeweils mindestens 2 informative SNP dargestellt werden,
liegt für die folgenden Betrachtungen eine Nachweisgrenze von 42,3% zugrunde.
3.4 Berechnung des Grenzwertes für die Detektion einer gene-
tisch heterogenen Subpopulation
Eine genetische Heterogenität spiegelt sich in der Pyrosequenzierung wider, wenn sich zwei Mess-
werte unterschiedlicher SNP-Loci so deutlich unterscheiden, dass dieser Unterschied nicht durch die
zufällige Streuung um einen gemeinsamen Mittelwert erklärt werden kann. Der minimale unter-
scheidbare Konzentrationsunterschied (MDDC) beschreibt den Unterschied, der mindestens gegeben
sein muss, damit dieser als nicht zufällig erkannt werden kann. Damit kann der MDDC genutzt wer-
den, um einen Grenzwert für die Detektion genetisch heterogener Subpopulationen festzulegen. Bei
dieser Betrachtung berechnet sich der MDDC nach der folgenden Formel aus der Standardabweichung
bei Messung eines SNP (Sadler et al., 1992). Die Variable Z ist der kritische Wert für die Konfidenz







Da mit größerer Asymmetrie im Allelverhältnis die Standardabweichung abnimmt, sinkt der
MDDC entsprechend.
Liegen für einen Patienten mehrere gruppierte Messwerte unterschiedlicher SNP-Loci vor, kann
durch diese Gruppierung analog zu Formel 3.1, die Standardabweichung weiter gesenkt werden.
Damit gehen je nach Anzahl der Messwerte in der jeweiligen Gruppe unterschiedliche Standardab-
weichungen in die Formel des MDDC ein. Diese Standardabweichungen bilden jeweils die Messun-
genauigkeit ab, die für die Gruppe gilt. Die der Gruppengröße entsprechende Standardabweichung
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Abbildung 3.7: Nachweisgrenze der LOH3-Population in Abhängigkeit von der Anzahl informativer
SNP-Loci für ein 3 SD Konfidenzintervall (99,73%): Gezeigt sind die aus den Standardabweichungen
in Abbildung 3.1 berechneten Nachweisgrenzen für den Anteil einer LOH3-positiven Population für
eine steigende Anzahl untersuchter SNP-Loci.
kann aus Tabelle C entnommen werden. Für den Fall, dass n Messwerte in relativer Nähe zueinan-
der liegen und ein einzelner Wert deutlich von diesen abweicht, sind die Standardabweichungen für
einen SNP-Locus (SD1) sowie für die Gruppe (SDn) für die Berechnung zu verwenden. Die Werte der










Wie in Grafik 3.4 dargestellt wird der MDDC mit Verwendung einer größeren Anzahl SNP geringer.
Damit steigt die diagnostische Sensitivität für genetisch heterozygote Subpopulationen.
Für den Vergleich mehrerer Gruppen untereinander kann die Formel 3.6 entsprechend angepasst
werden. Dabei sind SDn1 beziehungsweise SDn2 jeweils die Standardabweichung der jeweiligen Grup-
pengröße (siehe Tabelle C).
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Abbildung 3.8: MDDC für den Vergleich zweier SNP: Der MDDC sinkt bei steigendem Anteil der










3.5 Anwendung des MDDC für die Analyse der Messdaten
In Abbildung 3.5 sind die Messwerte für den Anteil der LOH3-positiven Population einzeln für jeden
Patienten dargestellt. Die rote Linie zeigt die Nachweisgrenze, wenn mindestens zwei Ergebnisse vor-
liegen. Bei der Betrachtung der einzelnen Messwerte unterschiedlicher SNP-Loci fallen zwei Tumoren
auf, bei denen ein Wert deutlich von den übrigen abweicht. Die beiden auffälligen Patienten sind in
Tabelle 3.2 aufgeführt.
Für Patient 4 beträgt beim Vergleich der Werte [6%; 12%] und [28%] die Differenz 19%, es gilt
ein MDDC von etwa 17% (siehe Grafik 3.4).
Für Patient 8 beträgt beim Vergleich der Werte [40%] und [66%, 70%, 78%] die Differenz 31%,
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Abbildung 3.9: MDDC für den Vergleich gruppierter Werte mit einem Einzelwert: Aus der Abbildung
kann der zu nutzende MDDC für den Vergleich einer Gruppe von SNP-Loci mit einem einzelnen
Locus abgelesen werden. Dabei ist der Anteil der LOH3-positiven Population zu ermitteln, indem das
arithmetische Mittel aus dem Mittelwert der Gruppe und dem Einzelwert bestimmt wird.
es gilt ein MDDC von etwa 12%. Damit ist für beide Patienten die Aussage zulässig, dass die Mess-
werte, die jenseits des MDDC liegen, eine von den übrigen Messwerten unabhängige Subpopulation
abbilden.
3.6 Ergebnisse der In-situ-Hybridisierung
Exemplarisch wurde für drei Patienten zur Verifizierung der SNP-basierten Analyse eine CISH durch-
geführt. Dabei diente die im Schnitt mitgefasste innere Körnerschicht als interne Qualitätskontrolle.
Es zeigte sich eine Übereinstimmung der mittels CISH generierten Ergebnisse mit den Ergebnissen
der Pyrosequenzierung. In Grafik 3.6 sind Bildausschnitte dieser drei Patienten abgebildet. Dabei ist
in jeder Zeile links ein Bereich mit zytogenetischem Normalbefund und rechts ein Ausschnitt aus dem
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Abbildung 3.10: Messwerte der einzelnen Tumoren (Enukleate): Die Messwerte für den Anteil der
LOH3-positiven Population sind einzeln für jeden Patienten dargestellt. Die rote Linie zeigt die Nach-
weisgrenze, wenn mindestens zwei Ergebnisse vorliegen.
Tumorgewebe abgebildet. Es wird die deutliche Melanineinlagerung in den Tumorzellen deutlich, die
die Diagnostik des chromosomalen Status mittels CISH erheblich einschränken kann.
3.7 Analyse der Feinnadelaspirationsproben
Bei Darstellung der einzelnen Ergebnisse der mittels Feinnadelaspiraten gewonnen Patientenproben
fällt eine insgesamt größere Heterogenität auf. Dabei ist zu beachten, dass bei einer Feinnadelaspi-
ration die Tumorzellen mit einer geringeren Genauigkeit detektiert werden und daher die Unter-
scheidung normaler Zellen von Tumorzellen mit einer geringeren Genauigkeit erfolgt als bei Mikro-
dissektion an Enukleationspräparaten. Entsprechend ist die erforderliche Genauigkeit des Assays so
anzupassen, dass auch ein geringerer Anteil genetisch aberranten Materials erfasst werden kann.
Auch bei Quantifizierung des LOH3 an bioptisch gewonnenem Material fällt in zwei Fällen eine
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Anteil der homozygoten Population, einzelne Messwerte
Patient 4 6% 12% 28%
Patient 8 40% 66% 70% 78%
Tabelle 3.2: LOH3-Patienten (Enukleate) mit genetisch heterogener Subpopulation
Überschreitung des MDDC auf.
Anteil der homozygoten Population, einzelne Messwerte
Patient 3 5% 10% 38%
Patient 6 39% 61% 82% 83%
Tabelle 3.3: LOH3-Patienten (FNA) mit genetisch heterogener Subpopulation
Für Patient 3 beträgt die Differenz 31% für den Vergleich der Werte [5%; 10%] und [38%]. Dabei
gilt der MDDC von etwa 17%. Wie in Abbildung 3.7 zu erkennen ist, unterscheidet sich der Wert
[38%] zwar signifikant (p ≤ 0, 05) von den übrigen Messwerten dieses Patienten, erreicht aber nicht
die Bestimmungsgrenze (p ≤ 0,0027) für die Diagnose eines LOH3. Dieser Effekt ist bedingt durch
die unterschiedliche Wahl der Signifikanzniveaus, was für die Auswertung dieses speziellen Falles
eine Anpassung der Signifikanzniveaus an den klinischen Kontext erforderlich macht.
Für Patient 6 beträgt die Differenz beim Vergleich der Werte [61%]mit [82%; 83%] 21%, es gilt ein
MDDC von etwa 13%. Der Wert [39%] weist eine noch größere Differenz zu den Werten [82%; 83%]
auf. Auch im Vergleich zwischen [39%] und [61%] wird der MDDC von 16% überschritten. Daraus
folgt, dass diese einzeln stehenden Werte jeweils eigene Subpopulationen abbilden, die im Rahmen
der genetischen Heterogenität interpretiert werden müssen. Für Patient 6 kann damit anhand der
vorliegenden Daten das Vorliegen dreier genetisch differenter Populationen ausgegangen werden.
Eine Überschneidung dieser Populationen erscheint möglich, ist mit dem vorgestellten Verfahren aber
nicht zu beweisen.
Für die genetische Situation für Patient 4 kann anhand der gewonnenen Information keine ab-
schließende Aussage getroffen werden.
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Abbildung 3.11: Die zwei Abbildungen einer Reihe stellen jeweils die Situation eines Patienten dar.
Dabei ist links die innere Körnerschicht als interne Qualitätskontrolle und rechts das Tumorgewebe
abgebildet. Es sich die Reduktion der Signale auf ein Signal pro Zelle im Tumorgewebe.
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Abbildung 3.12: Messwerte der einzelnen LOH3-Patienten (FNA): Die Messwerte für den Anteil der
LOH3-positiven Population sind einzeln für jeden Patienten dargestellt. Die rote Linie zeigt die Nach-
weisgrenze, wenn mindestens zwei Ergebnisse vorliegen, die blaue Linie zeigt die Nachweisgrenze
für einen einzelnen SNP-Locus.
Kapitel 4
Diskussion
4.1 Grundsätzliche Anmerkungen zur Methodik
4.1.1 Veränderung der DNA durch Formalinfixierung und Paraffineinbettung
Bei der Verwendung formalinhaltiger Lösungen zur Gewebefixierung entstehen so genannte „protein
cross links“, welche die Effizienz einer PCR beschränken. Durch die kovalente Verbindung der DNA-
Stränge wird die zur Denaturierung nötige Temperatur während der PCR nicht erreicht, wodurch
sich Imbalancen bei der kompetitiven Amplifikation der Allele ergeben können. Weiterhin erhöht
sich die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von DNA-Strangbrüchen. Dadurch ist die maximale Länge
der Amplifikate im Vergleich zu aus Frischgewebe gewonnener DNA deutlich begrenzt. Lake et al.
beschreiben, dass aufgrund der genannten Effekte in 11% - 28% der Fälle bei Probengewinnung
aus formalinfixiertem und paraffiniertem Material keine valide Aussage getroffen werden konnte,
während bei gefrorenem Frischgewebe dies nur in 0% - 6% der Fall war (Lake et al., 2012).
4.1.2 Effekt von Menge des gewonnenen Gewebes und Tumorheterogenität
UMM werden zumeist nicht exzidiert sondern einer Radiotherapie zugeführt. Die Gewebeentnahme
erfolgt daher meist aus ausschließlich diagnostischen Gründen und ist damit kleindimensioniert. Liegt
nur eine geringe Menge Probenmaterials vor, können nur geringe Mengen DNA gewonnen werden.
Dadurch steigt die die Wahrscheinlichkeit, dass das daran bestimmte Allelverhältnis nicht repräsen-
tativ für das gesamte Gewebe beziehungsweise für die klinische Situation ist. Dieser Effekt wird bei
einer hohen intratumoralen Heterogenität weiter verstärkt. Dopierala et al. konnten zeigen, dass in
einer Gruppe von 32 Patienten mit UMM mittels MLPA in 47% eine genetische Heterogenität inner-
halb des Tumors nachweisbar war (Dopierala et al., 2010). Dabei wurde die Gesamtaussage in Bezug
auf den genetischen Status der zu untersuchenden Probe in der Mehrzahl der Fälle nicht durch die
Heterogenität beeinflusst. Allerdings betrug die Heterogenität in fünf der 32 Fälle 40% auf wenigs-
tens drei von vier untersuchten Chromosomen. Dopieralla et al. konnten zusätzlich nachweisen, dass
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diese Heterogenität nicht mit dem Ausmaß des intratumoralen Entzündungszellinfiltrates korreliert.
Daraus wird gefolgert, dass die beobachtete genetische Heterogenität nur zu einem geringen Anteil
durch eingewanderte Entzündungszellen entsteht und es sich um eine tatsächliche Heterogenität des
Tumorgewebes handelt. Eine zufällige Probe aus einem UMM wird daher bei einer hohen Heteroge-
nität häufig eine nicht repräsentative Situation abbilden. Eine solche nicht repräsentative Situation
ist nicht durch die Analyse einer größerer Anzahl SNP zu lösen, sondern erfordert, dass mehrere Pro-
ben gewonnen werden. Die Nachweisgrenze kann allerdings durch die Analyse einer ausreichenden
Anzahl SNP soweit gesenkt werden, dass auch ein geringer homozygoter Populationsanteil mit hin-
reichender Sicherheit detektiert werden kann. Dies gilt besonders bei der Gewinnung genetischen
Materials durch die FNA, wenn nicht nur Tumor- sondern auch Normalgewebe gefasst wird.
4.2 Vergleichende Betrachtung unterschiedlicher Methoden
In der aktuellen Literatur finden sich wenige Arbeiten, die sich mit der Messgenauigkeit der Metho-
den befassen. Vielmehr wird die Sensitivität und Spezifität der jeweiligen Methoden in Bezug auf
eine konkrete klinische Fragestellung beleuchtet. Dabei sind sowohl Spezifität als auch Sensitivität
maßgeblich vom gewählten Grenzwert abhängig. Besonders in Situationen, in denen dieser am indi-
viduellen Patientenverlauf anzupassen ist, ist die Kenntnis über die zu erwartende Messungenauigkeit
erforderlich. Zunächst soll die vorhandene Literatur betrachtet werden, die molekularpathologische
Methoden zur Analyse genetisch differenter Populationen vergleicht.
4.2.1 Chromosomenzählende Verfahren
FISH und CISH
In der Studie von Aronow et al. wurden verschiedene Ansätze zur FISH basierenden Diagnostik der
Monosomie 3 verglichen (Aronow et al., 2012). Es wurde von den Autoren dargestellt, dass kein ein-
heitliches Verfahren zur FISH-basierten Diagnostik der LOH3 existiert und darum Detektionsgrenzen
und die Sensitivität der Methode entsprechend variieren. Aronow et al. schlagen zur internationalen
Standardisierung der FISH-Protokolle vor, bei 20% monosomen Zellen den Wert als valide anzuse-
hen. Dabei geben sie an, dass in ihren eigenen Untersuchungen bereits bei 8% positiven Ergebnissen
valide prognostische Ergebnisse möglich waren. Dabei sollen sich Sensitivität und Spezifität für bei-
de Nachweisgrenzen nicht signifikant unterscheiden. In der Studie konnte keine klare Korrelation
zwischen gewählter Bestimmungsgrenze und der Diagnosehäufigkeit des LOH3 im Vergleich der un-
tersuchten Studien gezeigt werden. Die Autoren führen dies auf die erheblichen Unterschiede in der
Probenaufarbeitung und in der Durchführung der FISH zurück. Analog beschreiben Bronkhorst et
al. ein reduziertes Überleben schon bei einem Anteil von 5% monosomer Zellen (Bronkhorst et al.,
2012). In dieser Studie wurden die Daten ebenfalls durch FISH-Analyse an Frischmaterial erhoben
und es wurde eine Detektionsgrenze von 5% gewählt. Durch die Isolation der Tumorzellkerne sollte
eine optimale Darstellung in der FISH ermöglichen und die Realisierbarkeit der im Vergleich zu ande-
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ren Studien relativ niedrigen Nachweisgrenze ermöglichen. Da dieses Vorgehen an formalinfixiertem
und paraffiniertem Gewebe nur eingeschränkt möglich ist, ist die von Bronkhorst et al. erreichte
Bestimmungsgrenze nicht mit dem hier vorgestellten Verfahren vergleichbar.
Durch die Anwendung unterschiedlicher Arten von FISH-Sonden und deren Kombination lässt
sich die Aussagekraft der Methode weiter verfeinern. Es stehen centromer-spezifische und locuss-
pezifische Sonden sowie „whole chromosome paints“ zur Verfügung. Mit locusspezifischen Sonden
lassen sich in der FISH einzelne Regionen darstellen, in denen häufiger Deletionen gefunden werden
(Cross et al., 2005). Cross et al. haben zwei solcher Regionen identifizieren können, allerdings bei ei-
ner beschränkten Populationsgröße. Ob die beschriebenen Regionen im Sinne von „minimal deleted
regions“ zu interpretieren sind, wird in weiteren Studien gezeigt werden müssen.
White et al. postulieren, dass sich in einem Teil des Tumors aus einer monosomen chromosoma-
len Situation eine isodisome Situation durch Verdopplung des verbliebenen Chromosoms entwickeln
kann (White et al., 1996). Onken et al. konnten zeigen, dass mittels FISH eine Isodisomie nicht als
homozygote Situation erkannt wird. Da die Isodisomie eine Form des LOH darstellt, scheint die FISH
in diesem Fall den sequenzbasierenden Verfahren unterlegen (Onken et al., 2007). Die gleiche Ar-
beitsgruppe konnte zeigen, dass im Vergleich der FISH mit sequenzierungsbasierten Verfahren es mit
letzterer Methodik möglich war, auch bei heterogenem Tumorzellgemisch, den Anteil der homozygo-
ten Population darzustellen, während die Aussagekraft der FISH beschränkt war. Da sich FISH und
CISH methodisch ähnlich sind und für die FISH von mehreren Arbeitsgruppen gezeigt wurde, dass
sowohl Sensitivität als auch Spezifität von CISH und FISH vergleichbar sind, kann von der Gültigkeit
der vorliegenden Daten auch für die CISH ausgegangen werden.
SKY
Beim Spectral karyotyping (SKY) handelt es sich um ein Verfahren, bei dem eine Chromosomenana-
lyse durch Färbung der einzelnen Chromosomen mit einem jeweils spezifischen Farbstoff umgesetzt
wird. Dadurch ist es möglich, die einzelnen Chromosomen, langstreckige Deletionen und interchro-
mosomale Translokationen darzustellen. Diese Methode ist zur Diagnostik der Monosomie 3 gut ge-
eignet, kann aber weder eine Isodisomie noch multiple kleine Deletionen darstellen. Auch ist eine
quantitative Aussage nicht möglich, was die Diagnostik genetisch heterogener Subpopulationen ein-
schränkt. Allerdings erfolgt im Gegensatz zur FISH die Anfärbung des gesamten Chromosoms, so dass
größere Deletionen gerade im Vergleich der beiden Chromosomen erkannt werden können. Dies stellt
einen Vorteil im Vergleich zur FISH dar, da die FISH nur Deletionen im Bereich der verwendeten Son-
de erkennen kann. Eine kombinierte Anwendung von FISH und SKY kann damit sinnvoll sein um die
Sensitivität der Diagnostik zu erhöhen (Imataka and Arisaka, 2011).
Onken et al. konnten ebenfalls zeigen, dass die Untersuchung sowohl beider homologer Chromo-
somen wie auch der entsprechenden Subregionen solchen Verfahren überlegen ist, die lediglich die
Chromosomenanzahl untersuchen (Onken et al., 2007).
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4.2.2 Sequenzierungsbasierende Verfahren
Short Tandem Repeat (STR)
Parrella et al. nutzten STR-Marker um in 21 UMM, die vormals als disom diagnostiziert worden waren
Deletionen auf dem Chromosom 3 zu bestimmen (Parrella et al., 2003). Dazu wurden 13 STR-Marker
auf 3q und 14 Marker auf 3p verwendet. Es konnten in 43% ein LOH auf 3p und 38% ein LOH
auf 3q festgestellt werden. Parella et al. definieren auch eine „minimal deleted region“ im Bereich
3p25.1-3p25.2. Allerdings konnte die gemeinsame Deletion nur in 10 von 21 Tumoren nachgewiesen
werden. Für einen sicheren Ausschluss einer partiellen Monosomie wird also weiterhin eine möglichst
engmaschige Untersuchung der fraglichen Chromosomen nötig sein.
Ein Problem bei der Analyse genetisch heterogener Populationen mittels STR-Analyse entsteht
durch so genannte „stutter peaks“. Bei der Polymerisation der STR-Markersequenz kann die Taq-
Polymerase in den repetitiven Bereichen des STR gleiten und damit ein artifiziell kürzeres Allel am-
plifizieren. Dadurch kann es zu Ungenauigkeiten bei der Quantifizierung des Allelverhältnisses kom-
men, besonders, wenn nicht nachvollziehbar ist, aus welchem der Ausgangsallele der „stutter peak“
entstanden ist oder wenn der „stutter peak“ mit einem anderen Allel verschmilzt. Die Arbeitsgruppe
schlägt ein Protokoll vor, nach dem die Interferenz durch „stutter peaks“ identifiziert wird und der
entsprechende STR-Marker von der Untersuchung ausgeschlossen werden kann. In dieser Studie wird
beschrieben, dass „stutter peaks“ ein wichtiger Grund für den Ausschluss informativer STR-Marker
waren.
Waterhouse et al. haben die Genauigkeit dreier STR Marker beschrieben (Waterhouse et al.,
2013). Allerdings bilden die in der Studie ermittelten Präzisionsprofile die interne Abweichung der
STR-Marker bei wiederholter Messung des gleichen Markers ab und nicht wie in der vorliegenden
Arbeit die vergleichende Abweichung zwischen mehreren Messpunkten unterschiedlicher Marker.
Darum ist ein Vergleich der Genauigkeit der Methoden anhand dieser Daten nicht möglich. In ei-
ner weiteren Studie von Nollet et al. werden in Abhängigkeit der bei der STR-Analyse gefundenen
Allelsituation Type-I und Type-II Situationen beschrieben (Nollet et al., 2001). Type-I-Situationen
sind solche, in denen zwei genetische Populationen kein STR-Allel gemeinsam haben. In Type-II Si-
tuationen wiederum kommt es zu einer Überschneidung einzelner Allele wodurch die Genauigkeit
eingeschränkt wird. Type-II Situationen sind somit vergleichbar mit dem in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen simultanen Vorliegen homozygoter und heterozygoter Populationen in einer Probe.
In der Studie wird gezeigt, dass ab einem Anteil des unterrepräsentierten Allels von unter 15% der
Variationskoeffizient bei Type-II Situationen deutlich ansteigt. So wurde in diesen Situationen bei ei-
nem Anteil des unterrepräsentierten Allels von 10% ein Variationskoeffizient von 40% beschrieben.
Vergleichend kann festgehalten werden, dass in der vorliegenden Arbeit dieser CV bei Analyse eines
einzigen SNP überschritten, bei Analyse von 2 SNP unterschritten wird.
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Multiplex ligation probe amplification
Lake et al. konnten zeigen, dass in der Multiplex ligation probe amplification (MLPA) in 2 Fällen eines
19 Fälle umfassenden Kollektives eine in der FISH nicht detektierte Monosomie 3 nachweisbar war
(Lake et al., 2010). Darüber hinaus konnte die Arbeitsgruppe nachweisen, dass auch in bezüglich des
Chromosom 3 disom klassifizierten UMM Deletionen und ein LOH mittels SNP-Array nachweisbar
waren. Analog dazu berichten Russo et al. einen Fall, in dem mittels MLPA eine validere Aussage
bezüglich des Überlebens als mittels FISH getroffen werden konnte (Russo et al., 2012). Allerdings
bestanden auch hier Unterschiede in der Probenaufbereitung. So wurden die FISH-Untersuchungen
an relativ geringen Tumormengen durchgeführt, während die MLPA an DNA-Isolaten aus Querschnit-
ten des gesamten Tumors durchgeführt wurde.
SNP-Array
Singh et al. konnten im direkten Vergleich zwischen locusspezifischer FISH und SNP-Array keinen
signifikanten Unterschied bezüglich der Sensitivität, Spezifität und des positiven prädiktiven Wertes
der Methoden nachweisen (Singh et al., 2012). Allerdings wurde der SNP-Array so konfiguriert, dass
nur Aberration, die länger als 200 Kilobasen waren ausgewertet wurden und nur eine Monosomie
3 diagnostiziert wurde, wenn die Deletion aller SNP des Chromosomes nachweisbar war. Partielle
Monosomien wurden also durch die Konfiguration der Datenanalyse des SNP-Array nicht mit erfasst.
Ebenfalls erfolgte keine Auswertung bezüglich der eventuell gefundenen genetischen Heterogenität.
Lake et al. beschreiben dagegen, dass in metastasierten UMM, die sowohl mittels FISH als auch mittels
MLPA als disom klassifiziert worden waren, die engmaschige Analyse durch einen SNP-Array LOH und
Deletionen mehrerer Gene auf dem Chromosom 3 nachweist (Lake et al., 2012).
Analog konnten Onken et al. zeigen, dass SNP basierende Ansätze der FISH darin überlegen sind,
dass sie zum einen kurzstreckige Deletionen und zum anderen Isodisomien detektieren können und
darum eine validere klinische Aussage erlauben (Onken et al., 2007). In der von Onken et al. un-
tersuchten Population konnte in etwa 6% aller Fälle eine Isodisomie des Chromosoms 3 mittels der
SNP-Analyse nachgewiesen werden, während diese Fälle sowohl in der aCGH als auch in der FISH
keine genetische Aberration aufwiesen. Im Vergleich mit anderen Studien fällt auf, dass die Aufar-
beitung der FISH-Proben in dieser Studie aus paraffinierten Enukleaten erfolgte. Durch dieses Vor-
gehen kann es zu Trunkierungsartefakten der Zellkerne kommen, die dazu führen, dass nicht alle im
Zellkern vorliegenden Chromosomen in der Schnittebene erfasst werden und der Diagnostik damit
nicht zugänglich sind. Ebenso wurden in dieser Studie jeweils nur 100 Zellen ausgezählt. Unter den
gegebenen Parametern konnten Onken et al. zeigen, dass SNP-basierte Analysen je nach den Unter-
suchungsspezifikationen wie Probenaufbereitung, Anzahl gezählter Zellen beziehungsweise Anzahl
der untersuchten SNP den chromosomenzählenden Ansätzen bezüglich Sensitivität, Spezifität und
dem positiven prädiktiven Wert überlegen sind. Die in der Studie beschriebene geringere Sensitivität
der FISH bezüglich genetischer Veränderungen im Vergleich zu anderen Studien kann sowohl durch
die Probenaufbereitung wie auch durch die relativ geringe Anzahl ausgezählter Zellen erklärt werden
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und unterstreicht damit die Vorteile sequenzierungsbasierter Verfahren.
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass besonders die FISH als weitverbreitetes Verfahren
einen besonderen Stellenwert bei der Diagnostik des LOH3 im UMM einnimmt und durch die wei-
tere Standardisierung der Protokolle eine hohe Genauigkeit erreichbar ist. Allerdings ergeben sich
Limitationen besonders bei der Analyse einzelner Subpopulationen mit genetischer Heterogenität
wie auch umschriebener Deletionen und beim Vorliegen einer Isodisomie. Die zuverlässige Detektion
dieser Aberrationen erfordert den Einsatz sequenzbasierter Verfahren.
4.3 Definition von Nachweisgrenzen bei der Quantifizierung von
Allelen
Die Definition der Nachweisgrenzen (LOD) hängt maßgeblich von der zu erreichenden Konfidenz ab.
Zur Definition des LOD dienen in der vorliegenden Arbeit die Abweichungen, die an DNA-Mischungen
gemessen wurden. Gleichzeitig wurde ein Verfahren zur Abschätzung und Dokumentation der Genau-
igkeit über die Präzisionsprofile vorgestellt, dass zur fortlaufenden Überwachung der Genauigkeit der
Methode genutzt werden kann. Damit können die LOD entsprechend der Analyseergebnisse ange-
passt werden. Eine Gruppierung der Ergebnisse kann dabei zur weiteren Verbesserung der Genauig-
keit genutzt werden, wobei im Fall des UMM die prognostische Relevanz einer partiellen Monosomie
in einer Subpopulation der Melanomzellen noch unklar ist. Gleichzeitig können die gezeigten Präzi-
sionsprofile genutzt werden, um für ähnlich gelagerte Fragestellungen Studiendesigns oder klinische
Assays in ihrer Genauigkeit durch die geeignete Auswahl einer ausreichenden Anzahl zu analysie-
render SNP anzupassen. Dazu ist der Zusammenhang zwischen Variationskoeffizient (CV) und dem
minimalen unterscheidbaren Konzentrationsunterschied (MDDC) zu beachten. Dabei berechnet sich
der relative minimale Konzentrationsunterschied (MDDC(%)) aus dem Variationskoeffizient und dem




Soll also beispielsweise im klinischen Setting ein Assay etabliert werden, der Veränderungen im
Allelverhältnis um 20% mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von p ≤ 0, 05 unterscheiden kann, so
darf der Variationskoeffizient den Wert 0,08 nicht überschreiten. Die Anzahl der dafür notwendigen
informativen SNP kann den Präzisionsprofilen in Kapitel 3.2 entnommen werden.
4.4 Anwendbarkeit der Methode zur Diagnostik an FNA
Bagger et al. und Abi-Ayad et al. konnten zeigen, dass mittels einer G25-Nadel hinreichend Gewebe
zur genetischen Beurteilung gewonnen werden kann (Abi-Ayad et al., 2013; Bagger et al., 2013).
Ebenso zeigen diese Gruppen, dass ein solcher Eingriff mit einem niedrigen Risiko okularer Kompli-
kationen verbunden ist. Scheffler et al. wiederum fanden in der von ihnen untersuchten Population,
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Abbildung 4.1: Da der MDDC und der CV auseinander abgeleitet werden können, kann anhand der
Abbildung für einen bestimmten MDDC der CV abgelesen werden. Aus dem CV ergibt sich zusammen
mit dem Allelverhältnis die Anzahl der nötigen informativen SNP-Loci (siehe dazu Abbildung10).
dass die Feinnadelbiopsie die Prognose in seltenen Fällen durch die Verursachung von Stichkanalme-
tastasen beeinflussen kann (Schefler et al., 2013). In der Zusammenschau scheint der Zugewinn an
diagnostisch relevanter Information das relativ geringe Risiko ein einer Prognoseverschlechterung je-
doch aufzuwiegen. Allerdings muss die für eine valide diagnostische Aussage notwendige Methoden-
genauigkeit sichergestellt werden. Die Anwendbarkeit der Pyrosequenzierung zur Diagnostik an FNA
konnte an neun Fällen demonstriert werden. Dabei wird deutlich, dass dieses Patientengut stärker
genetisch heterogen ist als Material nach Enukleation. Um diese genetische Heterogenität genauer
aufzulösen ist eine höhere Anzahl SNP nötig. Soll beispielsweise eine Population von 10% homozy-
goter Zellen mit einer Sicherheit von 3 SD (Standardabweichungen) erkannt werden, sind dafür acht
informative SNP nötig.
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4.5 Ermittlung der nötigen Panelgröße aus der Genauigkeit
Aus der zu erreichenden Genauigkeit kann die Anzahl informativer SNP abgeleitet werden, bei der
diese Genauigkeit erreicht wird. Um diese Anzahl informativer Situationen mit einer bestimmten
Wahrscheinlichkeit am Patientengut darstellen zu können, ist ein ausreichend großes Panel an eta-
blierten SNP nötig. Den Umfang dieses Panels kann man nach der unten stehenden Formel ermitteln.
In der Formel werden die folgenden Variablen verwendet: i entspricht der Anzahl an informativen
SNP die mindestens erreicht werden soll, wenn insgesamt eine Anzahl n SNP untersucht wird. Dabei
entspricht q der Wahrscheinlichkeit, dass ein einzelner SNP informativ ist.







× qk × (1− q)n−k (4.2)
Exemplarisch soll die nötige Panelgröße für einen Assay abgebildet werden, der mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 95% mindestens acht informative SNP liefert. Dabei wird eine Wahrscheinlichkeit,
dass ein einzelner SNP informativ ist von q=0,45 zugrunde gelegt. In Grafik 4.5 ist die Wahrschein-
lichkeit, dass mindestens acht informative SNP dargestellt werden p gegen die Gesamtanzahl der
untersuchten SNP n aufgetragen. Aus dem Diagramm lässt sich der nötige Umfang des Panels direkt
ablesen.
4.6 Einfluss des der Quantifizierung zugrunde liegenden zytoge-
netischen Modells
Um eine Quantifizierung der Subpopulationen aus dem Allelverhältnis vorzunehmen wird in der vor-
gelegten Arbeit ein bestimmtes zytogenetisches Modell zugrunde gelegt. Es wird, angelehnt an die Er-
gebnisse von Sisley et al. und zahlreicher weiterer Arbeitsgruppen, davon ausgegangen, dass die Zel-
len, die einen LOH3 aufweisen, eines der beiden Chromosomen 3 verloren haben (Sisley et al., 1990).
Dies entspricht auch dem Befund der FISH beziehungweise CISH. Damit sind die LOH3-positiven Zel-
len monosom bezüglich des Chromosoms 3, während LOH3-negative Zellen disom sind. Aus diesem
Modell ergeben sich die Formeln für die Berechnung des Populationsverhältnisses (Formel 3.2), der
Nachweisgrenze (Formel 3.4) und des MDDC (Formel 3.5). Gleichzeitig zeigt die vorgelegte Arbeit
aber auch, dass diese Sichtweise der molekularpathologischen Vorgänge in UMM eine Vereinfachung
ist und die Auswirkungen intratumoraler Heterogenität und Aneuploidie mit geeigneter Auswahl
der Analysemethode genauer beschrieben und damit in seinen Auswirkungen auf Pathogenese und
Prognose erforscht werden kann. Wegen der Vereinfachung, die dieses Modell mit sich bringt wer-
den beispielsweise Isodisomien in LOH3-positiven Zellen als aberrant erkannt, führen aber zu einem
falschen Populationsverhältnis, da isodisome Zellen zwar LOH3-positiv, aber gleichzeitig bezüglich
des Chromosom 3 nicht monosom sondern disom sind. Analog lässt sich diese Überlegung auf ein
steigendes Maß der Aneuploidie fortsetzen. Darum ist es notwendig, die Beschränkungen dieses Mo-
dells bei der Quantifizierung genetischer Subpopulationen zu beachten und bei Nutzung geeigneter
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Abbildung 4.2: Exemplarisch wird die Wahrscheinlichkeit von acht informativen SNP-Loci bei der Un-
tersuchung einer steigenden Anzahl von SNP -Loci entsprechend Formel 4.2 dargestellt. Eine Wahr-
scheinlichkeit von 95%, dass mindestens acht informative SNP gefunden werden wird bei einem
Panelumfang von 26 untersuchten SNP erreicht.
Verfahren entsprechend der chromosomalen Situation der untersuchten Population anzupassen.
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Die Prognose des uvealen malignen Melanoms (UMM) wird entscheidend durch den Verlust der He-
terozygotie des Chromosoms 3 (LOH3) bestimmt. Zusätzlich zeigt sich zunehmend die pathogene-
tische Bedeutung des LOH3 als wichtigste chromosomale Aberration des metastasierten UMM. Die
FISH als am weitesten verbreitetes diagnostisches Verfahren zeigt Einschränkungen besonders bei
der Abklärung einer Tumorheterogenität und genetisch heterogener Subpopulationen, deren Rolle in
der Pathogenese des UMM in den letzten Jahren verstärkt diskutiert wird. Deshalb ist die Etablierung
zusätzlicher Methoden, die die Erfassung und Quantifizierung der genetischen Subpopulationen ei-
nes Tumorgewebes erlauben, nötig. In der vorgelegten Studie wurde ein Verfahren auf Basis der
Pyrosequenzierung entwickelt, das die Quantifizierung des Allelverhältnisses bezüglich Einzelbasen-
mutationen (SNP) erlaubt. Aus diesem Allelverhältnis kann sowohl auf das Vorliegen eines LOH3
geschlossen als auch der Populationsanteil der LOH3-positiven Population berechnet werden. Die
Anwendbarkeit des Assays wurde an 17 Tumorproben aus formalinfixiertem und in Paraffin einge-
bettetem Gewebe und an neun mittels Feinnadelaspiration (FNA) gewonnenen Tumorzytologien de-
monstriert. Die Genauigkeit, gemessen an den Nachweisgrenzen für LOH3-positive Populationen wie
auch für genetisch heterogene Subpopulationen innerhalb des Tumorgewebes ist dabei maßgeblich
von der Anzahl der informativen SNP abhängig. Im Rahmen der Dissertation wird ein Verfahren zur
Festlegung beider Nachweisgrenzen vorgestellt. Dieses Verfahren ermöglicht zum einen die Bestim-
mung der Genauigkeit der Methode in einem konkreten klinischen Kontext und liefert zum anderen
die nötigen Informationen zur Entwicklung weiterer Assays mit verwandter Funktionsweise.
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Anhang A
Übersicht der PCR Primer
SNP Locus Primersequenz Analysesequenz
rs7517847 1p31.3 TTTCACCTATTCCCAAG GCCKCAGCTACACCTGTATGTAGGCTAGA
rs2281845 1q32.1 GCCAAAATTAGGCTTACC CYTCCTCAGCCCCATGACATTGTCTGG
rs3812718 2q24.3 ATCCTTTACTCTAATCACTT YTTACCTGGAATTACCGAAATAGTTT
rs3087243 2q33.2 ACCACTATTTGGGATATAAC RTGGGTTAACACAGACATAGCAGTCC
rs41397044 3p14.2 GCCACTTGTAAATCTAGATG RGATCGCTTGTGTAATTGGGAGATTG
rs6440003 3q23 CAGGAGTGAATCTTCTCAT TGGYGCCTTTTGTCTCTTACCTAAAGGTT
rs9811792 3q25.33 CCCTTCTGAAGCTCTAAT TRCACATCAGACCTTTTCCTGTTTTTA
rs41480946 3p26.1 TGAAACACCTGACGG SAAAAACATGGATTGGATTTTTAATC
rs795009 3p25.2 ACTAAAATTCTGGAAAGT TKCATGCCCTCCTCTTGCTGGTGTGGC
rs56095464 3p22.2 CCAGAAATACTGAGATGAAT TYAGAGATAAAGGCACAATTGGTCCAT
rs41450548 3q11.2 AACATTACTTGAGTGATTGG YGAAGCAGTGGGATTCTATTTATTTA
rs308963 3p25.2 CTATTTGGTATCCACCCT TSGATTTTTAGTTTTTAAAGAAACTGT
rs4688761 3q22.1 GGGAGGTCATGGAGA YGATGGGATTGATGGACTTGATGGGG
rs2593813 3q27.3 CATCATAAAATGCGGA RCTTCTCCCAGGGGAGGGGATGCTGA
rs279836 4p12 TTTAAGTGAATCGTAAAATA AWTCATAATTGAACATCAATTTTGTTC
rs1129187 6p21.1 GCATCAGTGCTGAGCTA CCTKGCTCCAGCCCTGGAGATGACAAGGT
rs1738074 6q25.3 AAAGAATGGGAGAAACAG CAYAACTCTCTGCTCCTTCTAGTCCACT
rs1726866 7q34 GCACAGAGATGAAGGC ARCACAGGATGATATCACAAAGAAGCA
rs2779562 9q22.33 CCCAGGGTCTCAGAA ARGAGTCCTTTAAACTCCACCTTGAAG
Tabelle A.1: Sequenzierungsprimer
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Übersicht der analysierten SNP und
deren Loci
SNP Locus Allel 1/2 Frequenz 1 Frequenz 2
Wahrscheinlichkeit einer
heterozygoten Situation
rs7517847 1p31.3 G/T 44,2% 55,8% 49,3%
rs2281845 1q32.1 A/G 34,4% 65,6% 45,1%
rs3812718 2q24.3 C/T 49,2% 50,8% 50%
rs3087243 2q33.2 A/G 46,0% 54,0% 49,7%
rs2593813 3q27.3 C/T 31,2% 68,8% 42,9%
rs41397044 3p14.2 C/T 65,8% 34,2% 45,0%
rs6440003 3q23 A/G 42,5% 57,5% 48,9%
rs9811792 3q25.33 C/T 45,0% 55,0% 49,5%
rs41480946 3p26.1 C/G 17,7% 82,3% 29,1%
rs795009 3p25.2 A/C 80,8% 19,2% 31,0%
rs56095464 3p22.2 C/T 46,7% 53,3% 49,8%
rs41450548 3q11.2 A/G 45,8% 54,2% 49,6%
rs308963 3p25.2 C/G 20,8% 79,2% 32,9%
rs4688761 3q22.1 C/T 27,5% 72,5% 39,9%
rs2593813 3q27.3 C/T 31,2% 68,8% 42,9%
rs279836 4p12 A/T 49,2% 50,8% 50%
rs1129187 6p21.1 A/C 46,0% 54,0% 49,7%
rs1738074 6q25.3 A/G 46,5% 53,5% 49,8%
rs1726866 7q34 C/T 42,9% 57,1% 49,0%






Anteil des schwächeren Allels 0,5 0,2 0,1 0,05
Anzahl der informativen SNP
1 0.06781550 0.037991923 0.045773771 0.038579266
2 0.04536618 0.025415257 0.030621038 0.025808169
3 0.03539112 0.019826985 0.023888126 0.020133503
4 0.02921048 0.016364433 0.019716344 0.016617422
5 0.02478282 0.013883948 0.016727783 0.014098589
6 0.02132876 0.011948902 0.014396384 0.012133628
7 0.01847106 0.010347945 0.012467504 0.010507921
8 0.01599657 0.008961676 0.010797288 0.009100221
9 0.01376823 0.007713304 0.009293213 0.007832549
10 0.01168419 0.006545773 0.007886537 0.006646969
Tabelle C.1: Volle Darstellung der Standardaweichung in Abhängigkeit vom Allelverhältnis sowie von
der Anzahl der analysierten SNP
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